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Uber den Nahrwert der EiweiBkérper des Blutes. 
Von 
Dr. T. Imabuchi aus Fukuoka (Japan). 


(Aus der chemischen Abteilung des pathologischen Instituts der Universitat Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 23. November 1909.) 


Uber die Ausnutzung der Eiweifkérper des Blutes beim 
Hunde, wenn dieselben dem Tiere nach vorherigem Auskoa- 
gulieren in Form eines trockenen Pulvers gegeben werden, 
liegen Ausnutzungsversuche von E. Salkowski!) vor, welche 
eine Ausnutzung bis 95,5°/o in einem Versuche ergeben haben. 
Bilanzversuche mit diesem Priiparate liegen noch nicht vor. 
Auf Veranlassung von Prof. E. Salkowski habe ich einen 
solchen angestellt. 

Das Fiitterungsmaterial wurde nach folgendem Verfahren 
dargestellt: 

Moglichst frisches defibriniertes Rinderblut wurde in 
3—4faches Volumen siedendes Wasser in einer grofen 
Porzellanschale allmiihlich eingegossen, dann auf freiem Feuer 
unter starkem Umriihren zum wallenden Sieden erhitzt und 
durch duferst vorsichtigen Zusatz von verdiinnter Essigséure 
dafiir gesorgt, dafi die Reaktion neutral oder ganz schwach 
sauer war. Die Koagulation ging immer schnell vor sich. 
Das Koagulum wurde nach einigem Abkiihlen durch ein Leinwand- 
tuch abkoliert, mit heifiem Wasser wiederholt nachgewaschen, 
gut abgepreBt und dann auf dem Wasserbade getrocknet. Das in 
dieser Weise behandelte Blutkoagulum wurde beim Trocknen 
so hart, daB es kaum mdglich war, dasselbe mit den mir zur 
Verfiigung stehenden Hilfsmitteln in ein ganz feines Pulver 


‘) Biochem. Zeitschrift, Bd. XIX, S. 83. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXIV. 1 


“ 

3 

q 
¢ 

pi 

a 


2 T. Imabuchi, 


umzuwandeln. Ich mufte mich daher mit einem Pulver von 
einem solchen Grade der Feinheit begniigen, daB es durch 
Verdauungssalzsiure in einigen Stunden vollstandig aufgelést 
wurde. 

Die N-Bestimmung des Blutkoagulums ergab ein Mittel 
von 3 Analysen nach Kjeldahl 14,594°/o. Der Versuch ist 
an einem Hunde in Stickstoffgleichgewicht angestellt. Es war 
eine Hiindin von 11,71 kg Anfangsgewicht, welche von einem 
friiheren Versuche her mit einer aus 300 g Pferdefleisch und 
30 g Speck bestehenden Nahrung sich nahezu im Stickstoff- 
gleichgewicht befand. Der Fiitterungsversuch zerfallt in eine 
Vorperiode (1) von 5 Tagen, in welcher der Hund die aus 
300 g Pferdefleisch und 50 g Speck mit Wasser unter Zusatz 
von 1g Kochsalz gekochte Nahrung erhielt; eine Haupt- oder 
Versuchsperiode von 10tagiger Dauer, in welcher das Fleisch 
durch Blutkoagula ersetzt werden sollte, und eine Nachperiode 
von 5 Tagen, bei derselben Ernahrung wie in der Vorperiode. 

Was die Abgrenzung des Kotes in jeder Periode betrifft, 
auf die natiirlich sehr viel ankommt, so wurde am Anfang 
jeder Periode nach dem Vorgang von Cremer der Nahrung 
etwa 10 g Kieselgur zugesetzt und dadurch eine ziemlich 
scharfe Abgrenzung erzielt. 

Am Schlusse des Versuches erhielt das Tier reichliches 
kieselgurhaltiges Futter, durch das noch viel Versuchskost 
herausbefordert wurde, dessen Vernachlissigung selbstver- 
stiindlich grobe Fehler verursacht haben wide. 

In der Vor- und Nachperiode hatte die Nahrung folgende 
Zusammensetzung pro Tag: 


300 g Pferdefleisch & 3,363°/o N = 10,089 g N 
5O » Speck » 0,243 9/0 > SS 0,122 » » 


Zusammen 10,211 ¢ N 


In der Versuchsperiode sollte nun der Stickstoffgehalt 
der Extraktivstoffe durch Liebigschen Fleischextrakt ersetzt 
werden und der Stickstoffgehalt des Eiweifkérpers durch Blut- 
koagulum. Von 300 g Fleisch, welches der Hund in der 
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Vorperiode taglich erhielt, rechnete ich !/20 = 0,5045 g als 
Extraktiv-N. Die Nahrung sollte demnach folgendermaben 
zusammengesetzt werden: 


65,7 g Blutkoagulum a 14,594°/o N= 9,588 g N 
28,5 ecm 20°/o Fleichextraktlésung » 1,762°/o » = 0,502 » » 
50 g Speck » 0,243%/o » = 0,122 » 


Zusammen 10,212 g N 


Aber grofe, nicht zu tiberwindende Schwierigkeiten stellten 
sich der Ausfiihrung der Versuche entgegen. Bei den Vor- 
versuchen nahm das Tier die Nahrung nur widerwillig auf, 
verweigerte nach einigen Tagen die Nahrungsaufnahme ganz 
oder nahm nur einen Teil auf; es erbrach dieselbe und verzehrte 
das Erbrochene nicht wieder. Dazu bestand auch Diarrhée. 
Ich sah mich deshalb gezwungen, einen Teil des Stickstoffes 
in Form von Fleisch zu geben. So wurde an den ersten 
beiden Tagen das Futter wie folgt zusammengesetzt: 

57,65 g Blutkoagula 14,5949 N = 8,413 N 

50 +~Fileisch » » 1,681 » 

\0 Speck » 0,243%o » = 0,122 » » 


Zusammen 10,216 g N 


Um eventuelle Diarrhde zu verhiiten, wurde dem Futter 
3 g Tannin zugesetzt. Am zweiten Tage erfolgte die Nahrungs- 
awufnahme wieder zOgernd und unregelmiébig. Deshalb wurde 
in den tibrigen Versuchstagen (8 Tage) die Zusammensetzung 
des Futters folgendermafen geindert: 


46,1 g Blutkoagula & 14,594°/o N — 6,727 g N 
100» Fleisch » 3,363°%/o » = 3,363 » » 
50 » Speck » 0,243 °/o > 0,122 » 


Zusammen 10,212 g N 


In der Hauptperiode war der Kot schwarz und geformt, 
die Entleerungen erfolgten fast jeden Tag. Sonst zeigte der 
Hund an allen Tagen volliges Wohlbefinden; Verdauungsstérungen 
(Erbrechen und Diarrhée) traten nicht auf, mit anderen Worten: 
Das Blutkoagulum wurde gut vertragen. Uber die Einnahme 
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und Ausgabe des Stickstoffes im ganzen Verlauf des Versuches 
geben die folgenden Tabellen Auskunft : 


V orperiode. 
Kérper- |N in der} 
Datum | gewicht | Nahrung] Menge Menge N-Gehalt 
in kg in g in ccm Z in g in g | in g 
5. VI. O9} 11,71 — — | — = 
6.» 11,69 10,211 262, 8,064 32,8 | 1,537 
Kiesel-) 
7. 11,77 | 10211 | 325 | 8943 — 
R. > 11,78 | 10,214 425 | 9,523 - | = 
9 > 11,87 | 10,211 | 280 | 10,016 
10.» 11,86 10,211 395 | 9 937 | 1,390 
Im ganzen.... | 51,085 | 46,483 — | 2,927 
Hauptperiode. 
Kérper- in Harn- Kot- 
Natum gewicht | Nahrung] Menge | N-Gehalt | Menge _N-Gehalt 
in kg in g neem, ing ing | ing 
| 
11. VIL O9F 11.88 10,216 210 10,248 
12. 11,94 10,216 255 8,747 15,3 0,824 
(m, Kieselg.) 
13. 11,89 10,212 220 8,551 14,1 1,026 
14.» 11,89 10,212 185 8,69 25,1 2,240 
| 
15. 11,98 10,212 192 | 8,327 
16.» 11,92 10,212 178 | 8,820 37,3 8,353 
| 
17. » 11,90 10,212 190 | 9,262 12,0 1,118 
18. » 11,90 | 10,212 195 9.563 16,5 1.576 
19.» 11.91 10,212 205 10,030 — — 
20. 11.84 10, 212 2 210 | 10,112 39,7 3506 
Im ganzen . . 02198 — 92,359 — 13,713 
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Nachperiode. 
Kérper- | N in der Harn- Kot- 
Datum | gewicht | Nahrung} Menge |N-Gehalt} Menge | N-Gehalt 

in kg in g inecem ing ing | ing 

21. VIL OO} 11,84 | 10.211 215 9,626 | 23.25 0,662 
it Kiesel- 

22. » 11,91 10211 | 272 | 
23.» 11,90 | 10,211 295 8,791 
Qh > 11,95 | 10,211 233 9 686 14,8 1,135 
25.» 12,00 10,211 300 9,437 
26. 12,06 — 18,8 1,246 
Im ganzen.... 51,055 46,419 | 3.043 


Beziigllch der Ausnutzung des Stickstoffes in den einzelnen 
Perioden ergibt sich folgendes: In der Vorperiode sind auf- 
genommen 51,055 g N, durch die Faeces ausgeschieden 2,927 2 N, 
somit resorbiert 48,128 g N = 94,27°/o des aufgenommenen 
Stickstoffes. 

In der Nachperiode sind eingefiihrt 51,055 g N, durch den 
Darm ausgestofen 3,043 g N, also resorbiert 48,012 g N = 94,04 ». 

In der Haupt- oder Versuchsperiode sind aufgenommen 
102,128 g N, durch den Darm ausgeschieden 13,713 g N, somit 
resorbiert 88,415 g = 86,57°/o des eingefiihrten Stickstoffes. 

Zieht man in betracht, dab die Nahrung den Stickstoff 
einerseits in Form von Fleisch, anderseits zu einem kleinen 
Teil in Form von Speck enthielt, das Pferdefleisch aber von 
dem Hunde zu ca. 94°/o ausgenutzt wurde, wie die Vor- und 
Nachperiode zeigen, so kann man die Ausnutzung des Blut- 
koagulums kaum als gut bezeichnen. 

Von resorbierten 88,415 gN stammen 28,457 g aus dem 
Fleische (unter der Annahme berechnet, daf der Stickstoff 
aus den verfiitterten 900 g Fleisch wie in der Vorperiode und 
Nachperiode zu 94°/o ausgenutzt ist), wobei der aus dem 
Speck resorbierte Stickstoff unberiicksichtigt gelassen ist. 
88,415 -— 28,451 — 59,964 g Stickstoff stammt aus dem 
Blutkoagulum. Von 70,642 g sind also nur 59,964 g = 84,89 /o 
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resorbiert. Die N-Ausscheidung durch den Harn zeigte in der 
Hauptperiode ein deutliches Absinken, besonders an den ersten 
Versuchstagen, was auf die schlechte Resorption der Nahrung 
hinweist. 

Hinsichtlich des Bestehens von Stickstoffgleichgewicht 
ergibt sich folgendes: 

In der Vorperiode sind resorbiert 48,128 g N, durch den 
Harn ausgeschieden 46,483 g, es bestand also nahezu N-Gleich- 
gewicht: aber nicht vollstindig, die Ausscheidung war um 
1,645 g niedriger als die N-Einnahme. In Einklang damit steht 
das Steigen des Kérpergewichts, wiewohl dasselbe weit grofer 
ist, als dem zuriickgehaltenen Stickstoff entspricht: diesem 
wiirde nur ca. 48,9 g Muskelfleisch entsprechen. 

In der Versuchsperiode sind resorbiert 88,415 g N, im 
Harn ausgeschieden 92,359 g. Es bestand also kein Stick- 
stoffgleichgewicht. Der K6rper verlor 3,3 g N, entsprechend 
ca. 117 g Fleisch, das resorbierte Eiweif reichte zur Erhaltung 
des N-Gleichgewichtes nicht aus. Der Gewichtsverlust war 
weit geringer, niimlich 11,880 kg — 11,840 kg = 40 g, im 
Einklang mit der allgemein gemachten Beobachtung, dab bei 
ungentigender Eiweifzufuhr zuniichst Wasser zuriickgehalten 
wird, der Gewichtsverlust dementsprechend nicht so grof ist, 
wie er nach dem Verluste an Muskel- oder Organsubstanz 
sein sollte. 

In der Nachperiode sind resorbiert 48,012 g N, durch 
den Harn ausgeschieden 46,419 g. Es bestand also nicht vol- 
liges Gleichgewicht, vielmehr wurden 1,593 g N zuriickbehalten. 
Damit ist der in der Hauptperiode stattgehabte N-Verlust zwar 
nicht vollstiindig gedeckt, das Korpergewicht ist aber von 
11,84 kg auf 12,06 kg, also um 220 g, gestiegen. 

Im vorliegenden Falle ist es also nicht gelungen, durch 
Verfiitterung der EiweiBkérper des Blutes, selbst nicht durch 
Zugabe von Fleisch, Stickstoffgleichgewicht zu erzielen. Zweifel- 
los liegt das nur daran, dafs die Quantitét des resorbierten 
Eiweifes nicht ausreichend war. Die Ausnutzung war erheblich 
schlechter als in den Versuchen von E. Salkowski. Die 
Ursache davon ist darin zu suchen, dai das Koagulum nicht 
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fein genug gepulvert war. Auberdem kommt aber wohl noch 
die Individualitat des Tieres in Betracht. Mein Hund resor- 
bierte vom N des Fleisches nur 94°/o, wahrend normalerweise 
ca. 97°/o resorbiert werden. 


Von grofem Interesse erschien nun auch die Feststellung 
des Kreatinins im Harn. 

Als Verfahren der Kreatininbestimmung wiihlte ich die 
von Salkowski!) modifizierte Methode von Neubauer. 

Hierzu bemerke ich noch, es zweckmiibig ist, das 
Kélbchen, das die Mischung des eingedampften Harns mit 
Alkohol enthilt, 6fters gelinde aufzustoBen, um die einge- 
schlossene Luft zum Aufsteigen zu bringen. Die im weiteren 
Verlaufe des Verfahrens ausgeschiedenen Krystalle von Kreatinin- 
chlorzink bringt man auf ein kleines, aschefreies, trockenes 
Filter, indem man zum Aufbringen immer wieder das zuerst 
erhaltene Filtrat braucht. Ist alles Kreatininchlorzink auf das 
Filter gespiilt, so wiischt man, sobald die Mutterlauge voll- 
stiindig abgelaufen ist, solange mit kleinen Mengen Alkohol 
nach, bis dieser farblos ablauft. Das erhaltene Kreatininchlor- 
zink kann vom Kochsalz schwer befreit werden. Deshalb habe 
ich nach dem Vorgang von Gregor?) den Stickstofigehalt im 
Kreatininechlorzink nach Kjeldahl bestimmt, indem ich das 
Filter direkt in den Oxydationskolben brachte. 

100 Teile Stickstoff entsprechen 269 Teilen Kreatinin. 
Die Mengen des Kreatinins im Harn wiihrend des Versuches 
sind in den folgenden Tabellen zusammengestellt. 

Aus diesen Tabellen ist ersichtlich, dafi die Menge des 
Kreatinins in der Vor- und Nachperiode im Durchschnitt taglich 
1,054 resp. 0,927 g betriigt, wahrend sie in der Hauptperiode 
nur 0,515 g erreicht, troizdem die EiweiBmenge in der Nahrung 
gleich bleibt. Auf i00 g pro Tag verfiittertes Fleisch kommen 
in der Vorperiode 0,352 g Kreatinin, in der Nachperiode 0,309, 
im Mittel also 0,331 g pro Tag. Da in der Hauptperiode die 


‘) Practicum der physiol. u. pathol. Chemie, 3. Aufl., S. 170 u. 259. 
*} Diese Zeitschrift, Bd. XXXI, S. 98. 
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Vorperiode. 
din Fleisch in der Harn Kreatiningehallt 
Nahrung in g |Menge in ccm Spez. Gewicht in g 
6. VIL. 09 300 262 1036 1,1825 
7» 300 325. | 1035 1,0196 
> 300 425 1,0131 
9, 300 286 | 1037 1,3350 
10. : 300 395 | 1033 0,7334 
Zusammen . 1500 | 5,2836 
Hauptperiode. 
Nie Fleisch in der Harn Kreatiningehalt 
Nahrung in g |Menge in ccm Spez. Gewicht in g 
11. VII. 09 50 210 | 1040 0,5621 
12.» 50 255 | 1029 0,5734 
13.» 100 220) 1035 0,3681 
14, > 100 18 1040 0,5310 
15.» 100 192 1040 0,3954 
16. > 100 78 1041 0,5969 
. 100 190 1043 0,6280 
18. » 100 195 1042 0,5225 
19. » 100 205 1044 0,4802 
20.» 100 210 | 1045 0,4915 
Zusammen . 900 — | — 5.1491 
Nachperiode. 
; on Fleisch in der Harn Kreatiningehalt 
; Nahrung in g|Menge in ccm Spez. Gewicht in g 
: 21. VIL. 09 300 215 1045 0,9246 
; 22,» 300 272 1037 0,9208 
23. 300 295 1035 7438 
24, 300 233 1045 1,0686 
25. 300 300 1035 0,9782 
Zusammen . 1500 — 4.6360 


| 
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Kreatininausscheidung 0,515 g betriigt, so geht daraus hervor, 
dafi das Kreatinin nicht alles vom Kreatingehalt des Fleisches 
herriihrt, welches beim Hunde nach den Untersuchungen von 
Voit!) und Rubner?) als Kreatinin im Harn erscheint, sondern 
dai auferdem die Eiweifizersetzung an sich bezw. die Zer- 
setzung des Kérpereiweifes Kreatinin liefert, in Ubereinstim- 
mung mit der Anschauung von Folin.%) Dies geht auch aus 
friiheren Beobachtungen Rubners‘) hervor, der bei einem mit 
ausgelaugtem, also kreatininfreiem, Fleisch gefiitterten Hunde 
noch 0,105 g Kreatinin pro Tag fand, wiihrend derselbe Hund 
im Hunger 0,220 g ausschied. Die Tatsache, dali die Aus- 
scheidung im Hunger gréfer war als bei Fiitterung mit Kiweil), 
zeigt, dai der Hund im Hunger kreatinreiches Gewebe, also 
besonders Muskelfleisch zersetzte, wiaihrend der Umfang dieses 
Zerfalls bei einer eiweifhaltigen Nahrung eingeschriinkt war. 


‘) Zeitschrift f. Biologie, Bd. IV, S. 111. 

*) Zeitschrift f. Biologie, Bd. XX, 8. 265. 

*) Malys Jahresber. f. Tierchemie, Bd. XXXVI, S. 341. 
*) Zitiert nach Hupperts Harnanalyse, 10. Aufl., 5. 387. 
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Uber den Eisengehalt der Leber nach Verfitterung von 
Ferratin. 
Von 
Dr. T. Imabuehi aus Fukuoka (Japan). 


(Aus der chemischen Abteilung des pathologischen Instituts der Universitat zu Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 23. November 1909.) 


Von Schmiedeberg?) ist unter der Bezeichnung «Ferra- 
tine?) eine Eisenalbuminsaéure dargestellt worden, von welcher 
er annahm, daf sie direkt als solche resorbiert und als Reserve- 
material in den Organen, namentlich in der Leber, abgelagert wird. 

Gegen diese Annahme sprechen die, allerdings sehr un- 
vollstiindig beschriebenen, Versuche von Schmiedeberg selbst, 
nach denen das nach Verabreichung von Ferratin bei Hunden 
resorbierte Eisen sich auf kaum mehr als 5—20 mg berechnen 
lie}, anderseits ein Versuch. von E. Salkowski’) am Ka- 
ninchen. Auf 1 kg Tier umgerechnet fand Salkowski bei 
normalen Kaninchen rund 3 mg Eisen in der Leber, nach 
Fiitterung mit Ferratin 4 mg, also eine Steigung um 33°/o, 
wihrend es gelang, den Eisengehalt durch Verfiitterung der 
gleichen Quantitiit Eisen in Form von paranucleinsaurem Eisen 
etwa auf das Dreifache zu steigern. Da dieser Versuch aber 
vereinzelt war, erschien es notwendig, das Ergebnis durch neue 
Versuche zu priifen, die ich auf Veranlassung von Professor 
EK. Salkowski angestellt habe. 

Es wurde zuerst zur Kontrolle der Eisengehalt in der 
Leber normaler Kaninchen ermittelt. Um den Einflu$B auf Eisen- 
gehalt von der Nahrung mdglichst gleich zu machen, habe ich 
alle Tiere 5 Tage lang ausschlieBlich mit Weifkohl gefiittert. 
Danach wurde das Tier getétet und der Eisengehalt in der 
Leber bestimmt. 

Archiv f. exp. Pathol. u. Pharmak., Bd. XXXII, 101—116. 

*) Die urspriingliche Annahme von Schmiedeberg, daf diese 
Ferrialbuminsiéure mit der natiirlichen, hauptsachlichsten Eisenverbindung 


der Leber, dem Nucleoproteid derselben identisch sei, ist inzwischen von 


verschiedenen Seiten widerlegt worden. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. XXXII, S. 260. 
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Die nimlichen Bestimmungen wurden dann bei den mit 
Ferratin behandelten Kaninchen gemacht. Diesen Versuchs- 
tieren wurde das Eisenpraparat in alkalischer LoOsung direkt 
in den Magen mittels der Sonde eingefiihrt. Die LOsung wurde 
folgendermaBen hergestellt: 

0,9 g kaufliches Ferratin, die etwa 0,054 g Eisen ent- 
sprechen, wurden in einem Becherglas mit 30 ccm einer 0,2°/o- 
igen Na,CO,-Lésung tibergossen und unter fortwihrendem Um- 
ruhren gelést. Diese LOsung wurde den Versuchstieren tiiglich 
10 Tage hindurch in den Magen eingegossen, daneben wurden 
sie nur mit Weifkohl gefiittert. Am 11. Tage wurden die 
Tiere gewogen, durch den Halsschnitt getétet und entblutet; 
die Leber wurde sorgfiltig herausgenommen und das Blut 
ausflieBen gelassen, die grofen Gefiife und die Gallenblase 
entfernt, dann die Leber abgespiilt, auf Filterpapier abgedriickt, 
gewogen und fein zerhackt. Die Vorbereitung des Breies behufs 
Eisenbestimmung geschah genau in der von E. Salkowski 
befolgten Weise. 


Es wurden also, um hier die Grundziige kurz zu wiederholen, von 
dem Brei zwei Portionen, ca. 10 g, genau abgewogen, beide Portionen in 
absoluten Alkohol gebracht, der sich in breiten Glasstépselzylindern 
hefand. So gelang es, mit Hilfe des Gummiwischers ohne Schwierig- 
keiten auch die letzten Reste des an dem Glischen hiingenden Leber- 
breies mit absolutem Alkohol in den Zylinder zu bringen. Die Quantitit 
des im ganzen angewandten Alkohols betrug etwa 150 ccm. Mindestens 
zwei Tage blieb der Leberbrei unter Alkohol, meistens noch linger. 

Zur Veraschung wurde zunichst der koagulierte Leberbrei auf 
einem nicht angefeuchteten, aschefreien Filler gesammelt, die am Glas 
hangenden Reste mit Alkohol auf das Filter gespiilt, dann der Filter- 
inhalt mit Ather gewaschen, alsdann wurde das Filter samt dem Leber- 
brei in eine Platinschale gebracht, welche den Verdampfungsriickstand von 
Alkohol- und Atherauszug enthielt, nach einigem Stehenlassen an der Luft 
bei gelinder Warme getrocknet, dann verkohlt. Die erkaltete Kohle wurde mit 
dem Achatpistill verrieben, die anhangenden Reste mit aschefreiem Filtrier- 
papier abgewischt und dieses auch in die Schale gebracht, dann starker ge- 
gliiht. Die Kohle verbrannte auch bei stundenlangem (Giliihen nicht voll- 
standig. Es wurden daher stets schlieflich zur vollstindigen Veraschung7--8 g 
Salpetermischung in die Schale gebracht, mit Hilfe eines Glasstabes gut durch- 
gemischt (der Glasstab mit etwas Filterpapier abgewischt) und geschmolzen. 

Die Schmelze wurde in Wasser gelést, die Lésung [filtriert. Das 
Filtrat erwies sich stets eisenfrei, es brauchte daher nicht beriicksichtigt 


1 


12 T. Imabuchi, 


zu werden. Das sorgfallig gewaschene Filter mit dem Inhalt wurde ge- 
trocknet und dann in derselben Platinschale verascht. Die Asche wurde 
unter Erwirmen in Salzsiiure gelést, die Lésung in eine Porzellanschale 
iibertragen und unter Zusatz von Salpetersiure erhitzt, um etwa ge- 
bildetes Eisenoxydul in Oxyd iiberzufiihren. 

Die verdiinnte filtrierte Lésung wurde mit einigen Kubikzentimetern 
10° viger Lésung von Na,HPO, versetzt, dann Ammoniumacetatlisung 
hinzugefiigt, bis keine Triibung mehr entstand; dann wurde es bis zum 
niichsten Tage stehen gelassen. Das entstandene FePO, wurde auf einem 
aschefreien Filter gesammelt, bis zum Verschwinden der HCl-Reaktion 
mit verdiinnter Ammoniumacetatlésung gewaschen, getrocknet, im Por- 
zellantiegel gegliht und gewogen. 


1. Serie: Normale Kaninchen. 


Kaninchen 1: Anfangsgewicht 2620 g, nach 5tiagiger 
Fiitterung mit Weibkohl 2780 g. Die Leber wog 98 g. Davon 
lieferten: A. 11,8046 g Leber 0,0033 g FePO, 

B. 9,8821 » 0,0029 >» » 

Auf 100 g Leber umgerechnet: 

A. 0,0280 g FePO,, also 10,4 mg Fe 
B. 0,0294%4 > » > 109 > » 
Durchsehnitt: O,0287 >» » » 10,65 

Kaninchen 2: Anfangsgewicht 3110 g, direkt vor dem 

Tode 2930 g. Das Gewicht der Leber 107,4 g. Davon lieferten: 


A. 10,2291 g Leber 0,0035 g FePO, 
B. 8,1390>  » 0,0030 >» » 


Auf 100 g Leber umgerechnet: 
A. 0,0342 gFePO!, also 12,7. mg Fe 
B. 0,03869 » » » >» » 
Durchschnitt: 0,0356 » » » 13,2 » » 
Kaninchen 3: Anfangsgewicht 2140 g, vor dem Tode 
2160 g. Die Leber wog 87,5 g. Davon lieferten: 


A. 11,8735 g Leber 0,0029 g FePO, 
B. 8.4174 » » 0),0023 » » 


Auf 100 ¢ Leber umgerechnet: 
A. 0,0244 gFePO,, also 9,1 mg Fe 
B. 0,0273 >» » » 101 » 
Durchschnitt: O0,0259» » » » » 
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2. Serie: Versuchskaninchen. 


Kaninchen 4: K6rpergewicht am Anfang des Versuches 
betrug 2830 g; am Ende desselben 2750 g. Das Gewicht der 
Leber betrug 78 g. Davon lieferten: 

A. 9,7354 g Leber 0,0033 g FePO, 
B. 10,3427 » » 0,0035 » 
Auf 100 g Leber umgerechnet: 
A. 0,0339 gFePO,, also 12,6 mg Fe 
B. 0,0388 » > » 125 » » 
Durchsehnitt: 0,0339 — » » 126 » 

Kaninchen 5: Kérpergewicht am Anfang des Versuches 
2450 g; vor dem Tode 2510 g. Das Gewicht der Leber 90,6 g. 
Davon lieferten: 

A. 11,2453 g Leber 0,0049 g FePO, 
B. 9,6010 » 0,0039 » 
Auf 100 g Leber umgerechnet: 
A. 00,0436 g FePO,, also 16,2. mg Fe 
B. 0,0406 > » » 15,1 » 
Durchschnitt: 0,0421 > » » 15,65 » 

Kaninchen 6: Kérpergewicht am Anfang des Versuches 
2690 g: am Ende desselben 2460 g. Das Lebergewicht betrug 
106,5 g. Davon lieferten: 

A. 12,4878 g Leber 0,0045 g FePO, 
B. 9,95382 » 0,0034 » 
Auf 100 g Leber umgerechnet: 
A. 0,0360 gFePO,, also 13,4 mg Fe 
B. 0,0352 » » » 130 » 
Durchschnitt: 0,0356 » » 13,2 » 

Kaninchen 7: Korpergewicht am Anfang 2300 g: am Ende 

des Versuches 2410 g. Das Gewicht der Leber 107 g. Davon 


lieferten: 


A. 11,9750 g Leber 0,0048 g FePO, 
B. 10,2786 » » 0,0041 » 
Auf 100 g Leber umgerechnet: 
A. 0,0401 g FePO,, also 14,9 mg Fe 
B. 0,0399 >» » » 148 » 
Durchschnitt: » >» 1485 
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In folgender Tabelle sind die Ergebnisse meiner Unter- 
suchungen iiber den Eisengehalt der Leber sowohl bei nor- 
malen als auch bei den mit Ferratin gefiitterten Kaninchen 


zusammengestellt. 
| | ht Eisen Kisen- | Eisengehalt 
vamumer 'Korper- in | gehalt der Leber pro 
| der ganzen in 100 g 1 kg Korper- 


der gewicht) 
| Leber Leber gewicht 


Kaninchen 


| ing | ing | in mg in mg | in mg 
| | | | 
1 | 2780 980 1042 1065 | 3,75 
Normale | | | | 
2 2930  107,4 14,18 13.2 4,84 
Kaninchen | | | 
Mittel. . | | 2623 | 97.6 11,00 | 11,15 | 416 
| 2750 780 8988 | 126 357 
Versuchs- 5 | 2310 | 906 1418 | 1565 5,65 
5 2460 1065 | 14,06 | 13,2 5,72 
7 107,015.89 14,85 6,59 
Mittel. . 2532 | 95,5 1408 5,38 


| 


Vergleicht man die Durchschnittswerte, die den Gehalt 
der Leber an Eisen in dieser Tabelle darstellen, so ergibt 
sich, dafB bei den normalen Kaninchen 11 mg als Mittel des 
Eisengehaltes der Leber dem von 13,49 mg Fe bei den Ver- 
suchstieren gegeniibersteht. 

Berechnet man die Werte des Eisengehaltes auf 100 g 
Leber um, so betragen sie bei den normalen Kontrolltieren 
11,15 mg und bei den Versuchskaninchen 14,08 mg Fe. 

Wenn man die Werte des Eisengehaltes in der Leber 
auf 1 kg Korpergewicht berechnet, so sieht man, daf bei den 
normalen Kaninchen durchschnittlich 4,16 mg und bei den 
Versuchstieren 5,38 mg Fe enthalten sind. 

In Ubereinstimmung mit den Angaben von E. Salkowski 
ergibt sich also eine Steigerung des Eisengehaltes der Leber, 
berechnet auf 1 kg Tier um ea. !/3. 

Die Berechnung, welcher Anteil des Eisens im Ferratin 
zur Resorption gelangt ist, lift sich in folgender Weise aus- 
filhren. Die Quantitét der «Ferratinlebern» betrug im ganzen 


> 
> 
oe 
th 
ag 
be 
a 


(‘ber den Eisengehalt der Leber nach Verfiitterung von Ferratin. 15 


382,1 g. Darin waren enthalten 53,96 mg Eisen. Die Quantitat 
der normalen Lebern betrug 292,9 g mit 33,00 mg Eisen. 
Daraus laiBt sich der praformierte Eisengehalt der Leber der 
Ferratintiere berechnen. Dasselbe ergibt sich nach der Formel: 

33,00 >< 382,1 

292.9 

Somit sind 53,96 — 43,05 = 10,91 mg auf die Ferratinfiitterung 
zu beziehen. Verabreicht sind im ganzen 45 g Ferratin mit 
mindestens 2,70 g Eisen. Davon sind nur 10,91 mg = 0,4°/o 
zur Ablagerung in der Leber gelangt. Wiirde das Ferratin 
direkt resorbiert und in der Leber abgelagert, so sollte man 
wohl einen erheblich groSeren Anteil des verabreichten Eisens 
in der Leber erwarten. Daf eine erheblich grifere Ablagerung 
iiberhaupt moglich ist, geht aus den Versuchen von E. Sal- 
kowski') mit paranucleinsaurem Eisen hervor. Fihrt man 
fiir die 1. c. zusammengestellten Versuche die gleiche Rech- 
nung durch, so ergibt sich folgendes: 

Das Gewicht der Leber der damit gefiitterten Tiere betriigt 
203,5 g. Darin sind enthalten 33,49 mg Eisen. Das Gewicht der 
Leber der Normaltiere 295 g, darin enthalten 27,62 mg Eisen; somit 
entfallen auf 203,5 g der normalen Leber 19,05 mg Eisen, die 
in der Leber der gefiitterten Tiere als praformiert anzusehen sind. 
Folge der Fiitterung sind somit 14,44 mg. Verfiittert sind im 
ganzen 7 g paranucleinsaures Eisen (Triferrin) mit 1,54 g Eisen, 
davon sind 14,44 mg = 0,94°/o zur Resorption und Ablage- 
rung in der Leber gelangt. Der in der Leber abgelagerte Anteil 
des verfiitterten Eisens ist also auch in diesem Falle klein, weit 
mehr aber kommt die Steigerung des normalen Eisengehaltes 
der Leber in Betracht, die, wie erwiihnt, im Maximum das 
Dreifache des normalen Gehaltes betriigt. 


43,05 mg. 
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Uber den Eisengehalt der echten Nucleinsdure. 


Von 
F. Sauerland. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 22. November 1909.) 


In den Nucleoproteiden ist mehrfach Eisen als integrierender 
Bestandteil des Molekiils aufgefunden worden. Lub+vin') hat 
zuerst beobachtet, dafi das Paranuclein aus Milchcasein eisen- 
haltig war; dann hat Bunge?) aus dem Eidotter ein eisenhaltiges 
Paranuclein dargestellt (Himatogen). Zaleski) isolierte aus der 
Leber einen iihnlichen Korper, das Hepatin, und Hammarsten*) 
kopstatierte die Anwesenheit von Eisen in seinem Nucleoproteid 
aus Pankreas. In allen diesen Substanzen war eine festere 
Verbindung des Eisens mit dem phosphorhaltigen Grundkomplex 
anzunehmen, entweder durch eine organische Bindung, oder 
bedingt durch ein eigenttimliches Verhalten der Metaphosphor- 
siiure, das zuerst von Ascoli®) bei der Untersuchung der 
eisenhaltigen Plasminsiiure beobachtet wurde. 

Auf Grund dieser Angaben hat sich nun die Anschauung 
entwickelt, auch die echten Nucleinsiiuren eisenhaltig seien.®) 


') Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. X, 8. 2237. Ref. v. 5. Wagner 
(1877). 

*) Diese Zeitschrift, Bd. IX, S. 49 (1885). 

*) Diese Zeitschrift, Bd. X, S. 433. — Siehe auch: Schmiede- 
berg, Arch. f, experim. Path. u. Pharm., Bd. XXXII, S. 101 (1894). — 
Wohlgemuth, Diese Zeitschrift, Bd. XXXVII, S. 475 (1902/03), und 
Bd. XLII, S. 519 (1904). — Scaffidi, Diese Zeitschrift, Bd. LIV, S. 448 
4 (1907). — Salkowski, Diese Zeitschrift, Bd. LVIII, S. 282 (1908/09), und 
= Bd. LIX, S. 19 (1909). — Capezzuoli, Diese Zeitschrift, Bd. LX, S. 10 
(1909). 


‘) Diese Zeitschrift, Bd. XIX, S. 12 (1894). 

Diese Zeitschrift, Bd. XXVIH, S. 426 (1899). 

') Z.B. Neumann und Mayer, Diese Zeitschrift, Bd. XXXVII, 8. 147 
(1902 03): «Thymusnucleinsdure enthielt sehr deutlich nachweisbare Mengen 


Eisen.» 


Soke 
# 
Ane 
: 
‘ 


Uber den Eisengehalt der echten Nucleinsiure. 17 


Eine endgiiltige und genaue Feststellung des eventuellen 
Eisengehaltes der echten Nucleinsiiuren war um so notwendiger, 
als die siimtlichen Berechnungen und die aus ihnen gezogenen 
Schlubfolgerungen Steudels tiber die Konstitution der echten 
Nucleinsiiure auf einer eisenfreien Substanz basieren. Es wurde 
also im folgenden versucht, das Eisen in der Nucleinsiéure 
nicht nur qualitativ, sondern auch quantitativ zu bestimmen. 

Als Untersuchungsmaterial diente erstens: Nucleinsaures 
Natron aus Kalbsthymus, das nach der Neumannschen Methode 
dargestellt wer. Fiir die qualitativen Priifungen wurde eine 
Messerspi'’’ sSubstanz mit Soda und Salpeter im Porzellantiegel 
verascht, uud die Schmelze nach dem Ansiiuern mit Salpetersiiure 
und kurzem Sieden mit Ferrocyankalium resp. Rhodankalium 
versetzt. Hierbei zeigte sich aber immer nur eine schwache 
Griinfiirbung der Ferrocyankaliprobe, resp. eine leichte Blabrosa- 
farbung der Rhodankaliprobe. Bei dem Versuch, das Eisen in 
ea. 1 g der Substanz nach vorheriger Entfernung der Phos- 
phorsiiure mit molybdiinsaurem Ammoniak quantitativ als 
Eisenoxyd zu bestimmen, konnten wiigbare Mengen von 
Fe,O, tiberhaupt nicht erhalten werden. Die Phosphorsiiure- 
bestimmung, die in diesen Proben nebenbei ausgefiihrt wurde, 
ergab folgende Zahlen: 

1,0301 g Substanz gaben 0,3010 g Mg,P,0,, entsprechend 813° P 
1.0075 » » » 0,3140 » » » 8.67% » 


Berechnet fiir neutrales nucleinsaures Natron: 
8,40°/o P. 


Da es sich, wenn iiberhaupt, offenbar nur um ganz geringe 
Mengen von Eisen handeln konnte, wurde nun versucht, bessere 
Resultate mit der jodometrischen Eisenbestimmung zu erhalten, 
die von Neumann!) zum Nachweis geringer Kisenmengen 
angegeben ist. 

Es wurde ca. 1 g Substanz (genau gewogen) mit dem 
Neumannschen Siiuregemisch verascht und die Analyse lieferte 


folgende Werte: 


1) Hoppe-Seyler-Thierfelder, Handbuch der physiolog. und 
patholog, chem. Analyse, VII. Aufl., S. 398 (1903); VIII. Aufl., 5. 446 (1909). 
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Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, LXIV. 
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1,0012 g Substanz verbrauchen 1,1 ccm Thiosulfatlésung 
entsprechend 0,00028 g Fe, d. h. 0,028°/o Fe. 
1.0007 g Substanz verbrauchen 1,15 ccm Thiosulfatlésung 
entsprechend 0,0003 g Fe, d. h. 0,03°/o Fe. 

Dieser Eisenwert bleibt weit zuriick hinter dem Wert, 
der verlangt wird, wenn man auch nur 1 Atom Eisen im 
Molekiil der Nucleinséiure annimmt. Legt man z. Bb. der Berech- 
nung die Formel C,,H,,FeN,,O0,,.P, zugrunde, die ein Molekular- 
gewicht von 1441,5 ergeben wiirde, so wiren 3,89°/o fiir 
1 Atom Eisen verlangt. Gefunden wiire also nur !/100 vom 
theoretisch berechneten Werte, und es ist wahrscheinlich, dai 
diese kleine Menge Eisen gar nicht dem Molekiil der Nuclein- 
siiure angehort, sondern eine Verunreinigung ist, besonders, da 
bei der Darstellung der Nucleinsiiure keine Vorsichtsmabregeln 
getroffen waren, um sie absolut frei von jeder Verunreinigung 
mit Eisen zu bekommen. 

Ubrigens spricht auch schon das geringe spezifische Ge- 
wicht der Nucleinsiure a priori gegen einen grdferen Eisen- 
gehalt, wie er vorhanden sein miifte, wenn auch nur ein Atom 
Kisen im Nucleinsiiuremolekiil enthalten wiire. 

Kbensowenig wie bei dem nucleinsauren Natron aus Kalbs- 
thymus sprachen die Analysen von freier Nucleinsaéure aus 
Heringssperma fiir einen Eisengehalt. Auch hier waren die 
qualitativen Resultate schon zweifelhaft, quantitativ wurden 
dieselben Werte gefunden wie bei dem zuerst untersuchten 
Praparat. 

0.9919 g Substanz verbrauchen 0,7 cem Thiosulfatlésung 

entsprechend 0,00020 g Fe, d. h. 0,02° 0 Fe. 

1.0005 g Substanz verbrauchen 0.83 ccm Thiosulfatlésung 

entsprechend 0,00021 g Fe, d. h. 0,021°/o Fe. 

Ein anderes Priiparat von nucleinsaurem Natron aus 
Kalbsthymus, das ebenfalls nach Neumanns Methode dar- 
gestellt war, ergab dieselben zweifelhaften qualitativen Proben, 
sodah auf eine quantitative Untersuchung verzichtet wurde. 
Endlich wurde bei dieser Gelegenheit noch ein viertes Pra- 
parat auf seinen Eisengehalt gepriift, das aus den isolierten 
Képfen von Heringsspermatozoen bestand und sich duferlich 
als ein feines, lockeres, schneeweiles Pulver prasentierte; auch 
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hier fielen die qualitativen Proben so zweifelhaft aus, daf eine 
quantitative Untersuchung gar nicht erst vorgenommen wurde. 

Es laéB8t sich also wohl mit Sicherheit der SchluB ziehen, 
dah die reine Nucleinsiiure eisenfrei ist. Die aufgefundenen 
geringen Spuren, wenn sie nicht tiberhaupt der Methode zur 
Last fallen, sind nur zufillige Verunreinigungen der Priiparate 
gewesen. 

Auf Grund dieser Resultate kann man nun die Frage 
aufwerfen, wo denn tiberhaupt in den Nucleoproteiden das 
Eisen zu suchen ist, wenn es sich nicht in der Nucleinséure- 
komponente befindet. Konsequenterweise man die 
Existenz eisenreicher Eiweiikérper annehmen, die um so merk- 
wirdiger waren, als in manchen von ihnen das Eisen nur 
ganz locker gebunden wire. So gibt z. B. Bang!) an, dab 
das Pancreasnucleoproteid schon bei der Behandlung mit 
schwachem Alkali im siedenden Wasserbade das Eisen als 
Eisenoxydhydrat abspaltet. Abhnliches hat Salkowski?) be- 
obachtet, der den Eisengehalt des Nucleoproteids aus Leber 
stark schwankend fand. Diese leichte Abspaltbarkeit des EKisens 
als unorganisches Eisen laft den Gedanken nicht von der 
Hand weisen, dafi auch in manchen Nucleoproteiden das Eisen 
nicht zum eigentlichen Molekiil gehért, sondern eine zufillige 
Beimengung des Priiparats gewesen ist. Fiir eine solche Auf- 
fassung wiirde mein Befund an den Képfen der Heringssperma- 
tozoen sprechen. Ich habe endlich deswegen noch ein Praparat 
von Pankreasnucleoproteid untersucht, das nach den Angaben 
von Hammarsten?) dargestellt war und einmal durch Losen 
in einer ganz schwachen Natronlauge und Ausfillen mit Essig- 
siure gereinigt war. 

Bei der Phosphorbestimmung nach Neumann wurden 
folgende Werte erhalten: 

0.4192 g verbrauchen 37,9 ccm "2-NaOH 5,01°/o P 
0.3644 » 324 > > = 494% » 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XXVI, S. 133 (1898/99). 
2) Diese Zeitschrift, Bd. LIX, S. 19 (1909). 
*) Diese Zeitschrift, Bd. XIX, S. 19 (1894). 
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Hammarsten hat in seinem Priiparat durchschnittlich 
4.48°/o P, Steudel!) 4,86%o, 4,50°/o, 4,85°/o P gefunden. 
Dieses Priiparat (etwa 0,5 g), mit Soda und Salpeter ver- 
ascht, wie oben beschrieben, gab gleichfalls nur einen zweifel- 
haften Ausfall der Ferrocyankali- resp. Rhodankaliprobe, sodab 
eine quantitative Bestimmung nicht unternommen wurde. 
Dieser auffallende Befund, der im Gegensatz zu den An- 
gaben Hammarstens steht, hat mich veranlabt, ferner den 
allerersten Niederschlag, der bei der Darstellung des Nucleo- 
proteids aus Pankreas erhalten wird, auch auf seinen Eisen- 
gehalt zu untersuchen. Die Driisen, frisch aus dem Schlacht- 
hause bezogen, wurden in einer rostfreien Hackmaschine zer- 
kleinert, mit Wasser ausgekocht und das Filtrat mit Essig- 
siiure gefiillt. Der Niederschlag wurde abzentrifugiert und direkt 
auf Eisen untersucht — gleichfalls mit negativem Erfolg. 
Also auch hier durchgehends derselbe Befund wie bei den 
Nucleinsiurepraparaten. Die Annahme eines gleichzeitigen Vor- 
kommens von Eisen und Phosphor in denselben Zellbestandteilen, 
eine Ansicht, die eine Zeitlang bei theoretischen Uberlegungen eine 
grobe Rolle gespielt hat, ist schon von Inoko?) fiir das Oxy- 
hiimoglobin widerlegt worden; das reine Oxyhimoglobin ist 
phosphorfrei. Fiir die echte Nucleinséure trifft diese Annahme 
ebenfalls nicht zu; die reine Nucleinsiure ist eisenfrei. Endlich 
ist das Vorkommen von Eisen im Spermatozoenkopf und im 
Pankreasproteid nach Hammarsten zum mindesten zweifelhaft. 
Die Priiparate fiir die vorstehend beschriebenen Unter- 
suchungen sind mir von Herrn Professor Steudel giitigst zur 


Verfiigung gestellt worden. 


') Diese Zeitschrift, Bd. LIII, S. 539 (1907). 
*) Diese Zeitschrift, Bd. XVIII, S. 57 (1894). 
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Uber Sdure- und Ammoniakbestimmung im Urin und ihre 
klinische Anwendung.') 


Von 


H. Bjérn-Andersen und Marius Lauritzen. 


Mit einer Tafel und zwei Abbildungen im Text. 


(Der Redaktion zugegangen am 25, November 1909.) 


Im Frtihjahr 1905 baten wir Prof. 5. M. Jérgensen um 
die Erlaubnis, Untersuchungen iiber Siiure- und Ammoniakbe- 
stimmung des Urins im chemischen Laboratorium seiner An- 
stalt vornehmen zu diirfen.?) Durch Prof. Jorgensens grobes 
Entgegenkommen und mit Hilfe des Carlsbergfonds wurde 
es uns ermdglicht, die Untersuchungen durchzufiihren. 


I. 


Die bisher fiir Ammoniakbestimmungen des Urins bevor- 
zugte Methode ist wohl die von Schlésing, die jedoch bei 
der langen Zeit, die sie in Anspruch nimmt, und bei der Nei- 
gung des Urins, bei der Giirung aus dem Harnstoff Ammoniak 
zu bilden, sehr grofe Unbequemlichkeiten hat und kaum eine 
einigermaBben genaue Methode ist. Nun sind freilich von meh- 
reren Seiten®) Methoden publiziert worden, wo der Ammoniak 
im Vakuum abdestilliert wird: aber trotz des ausgezeichneten 
Prinzips haben sie sich, vielleicht wegen der verwickelten Appa- 


') Der erste Teil ist von Bjérn-Andersen, der zweite von 
M. Lauritzen bearbeitet. 

*) Die meisten der in den Tabellen II—V angefiihrten Analysen 
sind zu klinisehen Zwecken von M. Lauritzen im Laboratorium seiner 
Klinik ausgefiihrt. 

*) Wurster, Zentralbl. f. Physiol., 1887, S. 485. — Nencki und 
Zaleski, Archiv f. exp. Pathol., Bd. XXXVI, S. 38d. 
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rate, die die betreffenden Autoren angeben, doch nicht einge- 
fiihrt. Die folgende Abbildung (Fig. 1) zeigt einen Apparat, der 
sich zusammensetzt aus einem Fraktionskolben von 1 1, dessen 
Seitenrohr durch Erwiirmung in einer Bunsenflamme die an- 
gegebenen Biegungen erhalten hat, und einem gewoéhnlichen 
Kugelabsorptionsrohr (beide Apparate sind im Handel kiiuflich 
und brauchen nicht besonders hergestellt zu werden). 


Der Kolben ist durch einen Gummipfropfen geschlossen, 
durch den ein Glasrohr geht, das mit einer Gummischlange 
und Klemmhahn geschlossen und mit einem Kugelrohr durch 
einen Gummipfropfen verbunden ist. Endlich wird das andere 
Ende des Kugelrohrs direkt mit einem Wassersauger verbunden. 

Im Kolben werden 20 ccm Urin abpipettiert und 20 cem 
Barytwasser hinzugesetzt, der Pfropfen wird aufgesetzt und 
der Klemmhahn geschlossen. In das Kugelrohr werden 20 ccm 
1o-Normal-Schwefelsiiure gefiillt, der Apparat fertig gemacht 
und evakuiert. Der Kolben wird in ein Wasserbad getan, das 
auf 50° erwiirmt wird. Nach !.astiindigem oder 20 Minuten 
langem Kochen ist *4 der Fliissigkeit und damit aller Ammo- 
niak tiberdestilliert. Es besteht dabei groBe Neigung zur Bil- 


ay 
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dung von Blasen, die den ganzen Kolben erfiillen, die aber 
platzen, wenn sie den Hals erreichen; in seltenen Fiillen gehen 
sie zum Seitenrohr ab, weshalb sein erster Abschnitt eine 
schwache Neigung nach riickwiirts hat, damit die wenige Fliis- 
sigkeit, die beim Platzen der Blasen manchmal in das Seiten- 
rohr gelangt, nicht in die Vorlage ablauft, sondern in den Kolben 
zuriickkommt. 

DaB kein Ammoniak zuriickbleibt, nachdem */4 der Fliis- 
sigkeit tiberdestilliert ist, davon habe ich mich zu wiederholten 
Malen durch Verdiinnung des Restes mit 20—30 cem Wasser 
und Uberdestillieren in eine neue Portion Schwefelsiiure iiber- 
zeugt. Bei Zuriicktitrierung wird die der ganzen Menge ent- 
sprechende Natronmenge verbraucht, so dab also bei der zweiten 
Destillation kein Ammoniak tibergegangen sein kann, sondern 
alles beim ersten Mal destilliert sein muf. Dieser Versuch ist 
zugleich ein Beweis, dali der Harnstoff nicht zersetzt werden 
kann und mit der base bei dieser Temperatur keinen Ammo- 
niak ergibt, was ich auch bei Versuchen mit reinem Harnstolf 
gezeigt habe. 

Die Zuriicktitrierung findet am leichtesten im Kugelrohr 
selbst statt; man entgeht dabei der Unbequemlichkeit, die mit 
dem Umgiefen verbunden ist, und vermeidet die Verdiinnung 
der Fliissigkeit mit dem Spiilwasser. 

Die Ammoniakbestimmungen von 10 Urinen (7 verschie- 
denen Personen) nach dieser Methode findet man in Tabelle | 
aufgefiihrt. 

(Derselbe Apparat kann zur Kohlenséurebestimmung des 
Urins gebraucht werden. Der Urin wird mit wenig Saure im 
Vakuum destilliert, und die Kohlenséiure wird im Kugelrohr 
in titriertem Baryt aufgefangen. Der Baseniiberschufi wird mit 
Phenolphthalein als Indikator titriert.) 

Die hier beschriebene Methode ist leicht, schnell und 
absolut genau. Man kann jedoch fiir den klinischen Gebrauch 
eine Methode befolgen, die keinerlei Apparate erfordert. Der 
Ammoniak wird allerdings nicht ganz richtig bestimmt, aber 
die Schwankungen in der Ammoniakmenge zeigen sich von Tag 
za Tag besonders deutlich. 


‘ 
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Tabelle I. 


Aquivalenzen in 1000 cem Urin. 


| | ; 
Aciditét Aciditét Ammoniak | Ammoniak 
mit Formalin bestimmt pestimmt 
(Gesamt- als Differenz | durch Vakuum- 
orma aciditiit vorangehenden | destillation 
1 0.1350 0,0611 | 00536 
0,0318 (),0167 0,0119 
30,0250 0,044 0.0204 | 0,0175 
4 0.0086 0.0333. | 0,0247 (,0202 
6 | 00434 0),0920 0,0486 0,0383 
7 0.0440 0.1020 0.0580 0.0517 
0,0292. 0.0685 0,0393 0,0321 
| 
9 0,0469 | 0,0303 0,0237 
0,0792, 0,0489 0.0423 


Um das Prinzip zu erkliiren, wollen wir annehmen, dab 
eine Fliissigkeit vorliegt, die n Aquivalenzen einer oder der 
anderen Siiure (z. B. HCl) und m Aquivalenzen eines oder des 
anderen Ammoniumsalzes (z. B. NH,Cl) enthalt. Da letzteres 
neutral reagiert, werden zur Neutralisation der vorliegenden 
Fliissigkeit n Aquivalenzen Alkali gebraucht werden (entspre- 
chend den n Aquivalenzen Séure). 

Wird zu einer neuen Portion etwas Formalin hinzugesetzt 
(cine 40°/oige Auflésung von Formaldehyd), so verbindet sich 
das mit dem Ammoniak des Ammoniumsalzes zu Hexamethylen- 
tetramin und die Salzsiiure wird frei. ') 

6CH,O 4NH,CI = C,H,,N,—- 6H,0 4HCl und bei einer 
Titrierung werden nun zur Neutralisation n +- m Aquivalenzen 
Alkali verbraucht. (n fiir die urspriingliche Siuremenge und 
m fiir die durch das Formalin freigewordene.) Bei Subtraktion 
der ersten Zahl von der letzten (n -- m + n) erhélt man die 


') J. Ploechs, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXI, S. 2117. — 
Schiff, Ann. der Chemie, Bd. CCCXIX, S. 59. 
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Anzahl der Siéureiiquivalenzen, die an Ammoniak gebunden war 
(= Anzahl der Aquivalenzen Ammoniak), und hieraus kann 
man die Ammoniakmenge in Grammen durch Multiplikation 
mit 17 erhalten. 

Es miissen also 2 Siiuretitrierungen des Urins vorge- 
nommen werden, und ohne auf die besonderen Schwierigkeiten 
bei der Séuretitrierung einzugehen, soll doch hier der Rat ge- 
geben werden, sie nach der von Folin!) angegebenen Methode 
auszufiihren, d. h. neutrales, oxalsaures Kali zur Sittigung der 
Fliissigkeit hinzuzusetzen, um den Kalk auszufiillen. 

Die Titrierungen kOnnen z. B. auf folgende Weise aus- 
gefiihrt werden: 20 ccm Urin werden abpipettiert, und dazu 
werden 5 Tropfen einer '/2°/oigen Phenolphthaleinlésung und 
20 g feines, pulverisiertes, neutrales Kaliumoxalat hinzugesetzt.?) 
(Die Handelsware enthalt hiufig saures Salz, was sie natiirlich 
fiir eine Aciditiitsbestimmung unbrauchbar macht, aber bei dieser 
Differenzbestimmung macht das nichts aus, nur dali es etwas 
unpraktisch ist, weil soviel Titrierfltissigkeit verbraucht wird.) 

Es wird nun 10-Normal-Natron bis zum Farbeniibergang 
tropfenweise hinzugefiigt, und dann werden 5 ccm Formalin 
dazugesetzt.*) Durch Zusatz des neutralisierten Formalins wird 
die Fliissigkeit wieder sauer, und dann wird wieder bis zum 
Ubergang titriert. Die fiir die letzte Titrierung verbrauchte 
Natronmenge (oder die ganze Natronmenge =~ der erst ver- 


') Folin, Americ. Journ. Physiol., Bd. IX (vgl. O. Hammarsten, 
Lehrbuch der phys. Chemie, 1904, S. 471). 

*) Erhéltlich bei Kahlbaum, Berlin. 

*) Das Formalin des Handels enthalt leicht mehr oder weniger 
grofe Mengen freier Ameisensiure. und man mufs deshalb eine griéfere 
Portion 830—S50 ccm im voraus neutralisieren durch Zusatz von Phenol- 
phthalein und Natron bis zum Ubergang. In der starken Formalin- 
fliissigkeit ist die schwache rote Farbe schwer zu erkennen, wenn aber 
das Ganze mit 1—2 Volumen Wasser verdiinnt wird, wird sie hinreichend 
deutlich. Die so neutralisierte Formalinlésung kann einige Tage séure- 


frei bleiben. 

Man kann auch zum Urin 5 ccm Formaiin, genau abgemessen, 
dazusetzen und in anderen genau abgemessenen 4 ccm die Siiuremenge 
bestimmen. Das zieht man ab zur Korrektion des Schlufresultats. 
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brauchten Natronmenge) gibt die Siiuremenge an, die an Am- 
moniak gebunden war. 
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Aquivalenter Ammoniak in 1000 cem Urin (Titrierung). 
Aquivalenter Ammoniak in 1000 cem Urin (Vakuumdestillation). 


Auf diese Weise wurden die Ammoniakbestimmungen 
beidenselben 10 Urinproben ausgefiihrt, bei denen das Ammoniak 
durch Vacuumdestillation bestimmt war, und die Resultate 
sind zum Vergleich in Tabelle | und der besseren Anschau- 
lichkeit wegen in graphischer Darstellung in Fig. II angefiihrt. 

Man erkennt, daf die letzte Methode regelmabig etwas 
groBere Werte als die direkt bestimmten gibt, daf aber die 
Variation im Ammoniakgehalt der verschiedenen Urine deutlich 
zum Ausdruck kommt, sodafB die Methode gute Dienste tun 
kann, wo es gilt, auf leichte Art einer solchen Variation zu folgen. 

Diese Art des Vorgehens ist im Jahre 1905 ausgearbeitet 
und seit der Zeit stiindig auf Dr. M. Lauritzens Klinik zur 
Anwendung gekommen, und als Beweis ihrer Brauchbarkeit 
mag hier angefiihrt werden, daf seitdem von zwei ganz ver- 
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schiedenen Seiten!) aus vorgeschlagen ist, diese Formalin- 
titrierung zur Ammoniakbestimmung zu verwenden. 

Malfatti hat Siuretitrierungen in der weniger sicheren 
Weise ausgefiihrt (ohne oxals. Kali) und das Ammoniak wurde 
nach Schlésing bestimmt, sodaB miéoglicherweise analytische 
Ungenauigkeiten es verschulden, daf nur in 2 seiner 7 Be- 
stimmungen dasselbe herauskommt wie bei allen unseren 10 — 
dah die Formalintitrierung ein héheres Resultat ergibt. 

Nach der oben angefiihrten Arbeit von Schiff sowie 
nach einer neueren Arbeit von S. P. L. S6rensen?) liegt die 
Annahme nahe, dai dieser Differenz ein Gehalt von Amino- 
siuren im Urin zugrunde liegt. 

Wie aus den angefiihrten Arbeiten hervorgeht, vereinigt 
sich Formaldehyd mit den Aminosiiuren und hebt die basische 
Funktion der Amidgruppe auf (ebenso wie bei Ammoniak), 
sodaBh die Séurefunktion frei wird und titriert werden kann. 

Dali es nicht die gewOhnlichen Ammoniakderivate, Harn- 
stoff oder Harnsiure, sind, deren Aciditiit vom Formaldehyd 
veriindert wird, habe ich ebenso wie S. P. L. Sérensen 
konstatiert. Der Formaldehyd bildet zwar Verbindungen mit 
ihnen beiden, aber die Harnstoffverbindung ist durchaus nicht 
sauer und die Harnsiiureverbindung ist einbasisch ebenso wie 
die Harnséure selbst, aber ist leichter zu titrieren als diese. 
Es bestand ja die Méglichkeit, daB das Formalin die Amid- 
verbindungen zur Hydrolyse disponieren wiirde, und daf 
dadurch die Séurefunktion freigemacht werden wiirde. So 
gibt S. P. L. S6rensen an, dad Asparagin nach Formalin- 
zusatz und Neutralisation nach einer Weile sauer wird. Ich 
habe daher versucht, reine L6sungen von Kreatinin und 
Hippursiiure mit und ohne Formalin zu titrieren, und dabei 
hat sich gezeigt, dafi keinerlei Unterschied besteht. Héchst- 


') Ronchése, Neues Verfahren zur Bestimmung des Ammoniaks 
Journ. Pharm. et Chem. (6), Bd. XXV, S. 611—617, 1907. 


Malfatti, Eine klassische Methode zur Bestimmung des Ammoniaks 
im Harn, Zeitschrift f. anal. Chemie, 1908, S. 273. 


*) Mitteilungen aus dem Carlsberg-Laboratorium, Bd. VII, 5. 1. 
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wahrscheinlich werden die besprochenen Verhiltnisse durch 
eine Aminosiiure (z. b. Glycin) bedingt. 


Kopenhagen, Polytechnikum d. 15. 5. 1909. 


II. 


Walters!) grundlegende Versuche an Hunden haben 
gezeigt, nach Zufuhr von Salzsiure in gréferen Mengen 
die Ammoniakmenge des Urins ansteigt, indem 3/1 der Siure 
sich mit Ammoniak paart und im Urin ausgeschieden wird. 
Im AnschluB hieran unternahm Hallervorden systematische 
Untersuchungen iiber den Ammoniak des menschlichen Urins 
und wies zum erstenmal eine ganz betriichtliche Vermehrung 
des Ammoniaks bei Diabetes mellitus nach. Hallervorden 
nahm an, dali die Vermehrung vorzugsweise auf anorganischen 
Siiuren beruhte, die in Verbindung mit Ammoniak als Ammonium- 
salze ausgeschieden witirden. 

Stadelmann?) nahm die Untersuchungen wieder auf 
und bestimmte — bei einem Gesunden und bei einem 
Diabetiker — die im Urin vorkommenden Siuren und Basen, 
inklusive Ammonium, und fand bei Gesunden die Summe der 
Siiureiiquivalenzen etwas gréBer als die der Alkaliiiquivalenzen. 
Bei den Diabetikern waren dagegen die Baseniaquivalenzen 
hbedeutend grofer als die der Sauren. Es muSten also zur 
Siittigung der tiberschiissigen Basen organische Séuren vor- 
handen sein. Es gelang ihm auch, eine solche Saure — die 
Crotonsiiure — zu isolieren. Spiétere Untersuchungen von 
Minkowski zeigten jedoch, daf sich die Crotonsiéure im Urin 
nicht priiformiert, sondern als B-Oxybutterséure findet. 

Magnus Levy*) hat spater in sehr eingehender Weise 
das Verhalten der Oxybuttersiiure und der anderen im Ather 


') Walter, Die Wirkung der Saéuren auf den tierischen Organismus, 
Arch, f. exp. Path. u. Pharm., Bd. VII, 1877. 

*) Haliervorden, Arch. f. exp. Pathol. u. Pharm., Bd. XII, 1880. 

5) Stadelmann, Arch. f. exp. Pathol. u. Pharm., Bd. XVII, 1885. 

‘) M. Levy, Arch. f. exp. Pathol. u. Pharm., Bd. XLII, 1899, und 
Bd. XLV, 1901. — Die Acetonkérper, in Ergebn. der inneren Medizin 
und Kinderh., Bd. I, 1908, S. 352. 
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lOslichen Siiuren im Urin der Diabetiker besonders in Fiillen 
yon Coma diabeticum verfolgt und gefunden, dali das Ammoniak 
als ungefiihrer Mafstab fiir die abnorme Siiureausscheidung 
benutzt werden kann. Seit der Zeit benutzt man auch allge- 
mein Ammoniakbestimmungen vom 24 Stunden-Urin, wenn 
man bei der Behandlung schwerer Fiille von Diabetes Aut- 
klarung tiber den Grad der Acidose wiinscht. 

Die tiiglich ausgeschiedene Ammoniakmenge bei gesunden 
Menschen variiert zwischen 0,6—1,6 g: sie ist geringer bei 
vegetabilischer und hoher bei animalischer Kost. ') 

Bei reiner Fleisch-Fett-Diiét treten gréBere Mengen Acet- 
essigsiiure und Oxvbuttersiiure im Urin auf und gleichzeitig 
kann das Ammoniak bis auf 2,8—3,3 g ansteigen. Die 
organischen Siiuren, die nicht zu Kohlensiiure verbrennen, 
sondern in den Urin itibergehen, verhalten sich also wie auf- 
genommene Mineralsiiuren und paaren sich mit dem fixen 
Alkali und Ammoniak. 

Bei den Diabetikern kann die tiigliche Ammoniakmenge 
— in den schweren Fiillen — stark itiber die Norm steigen; 
so wurden in einzelnen Fallen 7—12 g Ammoniak gefunden. 

Wiihrend Siiurezufuhr und pathologische Siiurebildung 
das Ammoniak zum Steigen bringt, wird Alkalizufuhr die 
Ammoniakzahl herunterdriicken. Das geschieht bei Gesunden 
und bei patholog. Acidose.?) Das Ammoniak wird dann von den 
fixen Akalien aus ihrer Verbindung mit den Siiuren gelost 
und geht zum grofen Teil in Harnstoff tiber. — 

Den chemischen Vorarbeiten (im Jahr 1905) zu diesen 
Untersuchungen lag die Absicht zugrunde, zuverliissige und 
leichte Methoden zur Bestimmung der Totalaciditiit und der 


1) G. Piccini (Zentralbl. f. ges. Phys. u. Path. des Stoffw., 1908, 
S. 599) fand neulich bei Selbstversuchen folgende Zahlen: 


Bei veget. Kost Bei Fleischkost Bei gem. Kost 
0,69—0,862 g NH, 1,4148—1,605 g NH, 0.992—1,175 g¢ NH, 
NH,-Quotient:  4,15° 0 5,03 °/o 4,98°/o 


*) Bei starker diabetischer Acidose sieht man jedoch oft, daf 
grofte Dosen Natr. bicarb. die Ausscheidung der Acetessigsiiure und der 
Oxybuttersiure bedeutend vermehren, wahrend die Diurese stark ansteigt. 
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Ammoniakmenge des Urins zu finden. Die damals benutzten 
Methoden nahmen lange Zeit in Anspruch und _ erforderten 
allerhand Apparate. 

Wie man aus Bjorn-Andersens Veroffentlichung ersieht, 
gliickte es ihm, eine leichte Titrierungsmethode auszuarbeiten, die 
auber der Totalaciditaét die Ammoniakmenge des Urins ergibt. 
Die Methode erwies sich als genau genug, um das zu geben, 
was man am Krankenbett verlangt: Aufklarung iiber die 
Schwankungen, die die Saéure- und Ammoniakmenge von Tag 
zu Tag zeigt. Hierfiir ist die Methode ca. 3 Jahre lang stiandig 
auf meiner Klinik bei den schweren Diabetesfillen mit Acidose 


verwendet. 

Ich habe in Tabelle If die Analysen fiir drei dieser Art Falle 
(J. K., K. K. und J. H.) angefiihrt. Alle drei Patienten erhalten zu dieser 
Zeit gemischte, antidiab. Diat und bekommen Natr. bicarb. Die in Grammen 
ausgedriickten Ammoniakzahlen zeigen, wie die Ausscheidung, unter- 
brochen von einzelnen kleinen Steigungen, sich von Tag zu Tag ver- 
mindert. 

In Tabelle IV sind die Analysen von vier Patienten mit verschie- 
denen Graden von Diabetes zusammengestellt. Sie haben alle die gleiche, 
abgemessene Diiit. (Die verschiedenen N-Zahlen im Urin der ersten Tage 
beruhen zum Teil darauf, dafs sie vorher auf etwas verschiedener Diat 
waren.) Die zwei ersten (S. 5. und M. L.s) sind zunichst mittelschwere 
Fille und scheiden mehr Ammoniak als die beiden lelzten aus, die 
leichtere Fiille sind (M. B. und J, C2). Bei der folgenden gleichmafigen 
Veriinderung in der Zusammensetzung der Kost haben die beiden ersten 
Patienten andauernd die starkste Ammoniakausscheidung, 

In Tabelle V sind die Analysen fiir zwei Patienten mit leichtem 
Diabetes zusammengestellt, die zu gleicher Zeit auf eine Kost gesetzt sind. 
Patient N. B. zeigt bei gleichartiger Kostiinderung stets etwas héhere 
Ammoniakzahlen. 

Am Schluf der Tabelle stehen die Zahlen fiir ein 10jahriges 
Madchen mit mittelschwerem Diabetes. Am 18//V. ist sie auf Gemiise- 
Fett-Didt und das Ammoniak geht diesen Tag bis auf die Halfte zuriick, 
um am 19/V. dann wieder bis auf fast die urspriingliche Héhe zu steigen, 
wo sie wieder die friiher gebrauchte Diat bekommt. 

Wenn man die Zahlen untersucht, die die Totalaciditat 


und die Ammoniakmenge in Aquivalenzen ergeben (die 
zwei Rubriken mit den stark gedruckten Zahlen), so erkennt 
man, daf} in allen Tabellen (Tafel I—V) diese zwei Werte 
einander folgen, die gleichzeitig steigen und fallen. Aus den 
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beigefiigten Kurven sieht man am besten den parallelen Ver- 
lauf, den die Werte der Totalaciditiéit und des Ammoniaks 
haben. Dieser Parallelismus ist ebenso bei der Vakuumdestil- 
lation vorhanden wie da, wo die Titrierungsmethode mit For- 
malin benutzt ist. lan findet ihn sowohl bei Gesunden wie 
bei Diabetikern verschiedenen Grades. 

Dieser parallele Verlauf der Kurven fiir die To- 
talaciditét und das Ammoniak ist — soviel mir bekannt 
— hbisher nicht gezeigt worden. Er besagt zunachst, 
daB man die Schwankungen im Grad der Acidose durch tig- 
liche Bestimmungen der Totalaciditiit mit der ‘Titrierungs- 
methode verfolgen kann. 

Dann beleuchtet er die Frage, die in den letzten Jahren 
viel diskutiert wurde: welche Zahl gibt uns den richtigsten Aus- 
druck fiir den Grad der Acidose? Ist es die absolute Ammo- 
niakmenge des Urins oder das Verhaltnis des Ammoniakstick- 
stoffs zum Totalstickstoff des Urins, das der Bestimmung des 
Grades der Acidose zugrunde gelegt werden muB. 

Stadelmann, Magnus-Levy und v. Noorden, die 
vornehmlich Ammoniakbestimmungen bei Diabetikern vorge- 
nommen und sich tiber diese Frage ausgelassen haben, meinen, 
dafi man am richtigsten so verfiahrt, dai man den Grad der 


Acidose durch das Verhiltnis _— berechnet, weil die ei- 


weibreichere Kost die absolute Ammoniakzahl!) sehr beein- 
flussen kann. 

Camerer jun.?) und Schittenhelm*%) meinen, die 
absolute Ammoniakmenge vom Eiweibumsatz abhiangig ist, und 
Schittenhelm betont, dafi die Ammoniakausscheidung im 
Urin mit der ausgeschiedenen N-Menge parallel geht, und daf 
trotz bedeutender Schwingungen in den absoluten Ammoniak- 
werten der Ammoniakquotient sich konstant halt, gleichgiiltig 
ob viel oder wenig Eiweifi gegeben wird. 


') Handbuch der Pathol. des Stoffw., Bd. I, S. 114; Bd. Hl, S. 81, 
82 und 88. 

*) Zeitschrift fiir Biologie, 1902, Bd. XLIII, S. 37. 

*) D. Archiv f. klin. Med., 1903, Bd. LXXII. 
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Schilling!) kommt zum selben Resultat. Dann haben 
Schittenhelm und Katzenstein?) — nach Versuchen an 
Hunden — betont, da’ in Wirklichkeit nur eine andauernde 
Prifung der Ammoniakmenge und des Ammoniakquotienten 
einen sicheren Einblick geben kann, ob Acidose besteht oder 
nicht. «Ein Ansteigen der absoluten Ammoniakmenge zeigt an, 
daf} eine vermehrte Umsetzung von N-haltigem Material vor- 
gegangen ist. Will man wissen, ob eine vermehrte Siurebildung 
besteht, die von N-haltigem Material nicht direkt abhingig ist, so 
muf man dazu den Ammoniakquotienten verwenden, der dann 
ein einseitiges Ansteigen von Ammoniak anzeigt.» 

Im Jahr 1903 hat Fr. Miller?) sich dagegen ausge- 
sprochen, daf es allgemeiner Brauch geworden ist, das Ver- 
haltnis des Ammoniak-N zum Total-N zu verwenden, wenn 
man den Grad der Acidose ausdriicken will. Er meint, daf 
nur die Ammoniakmenge in Gramm der Beurteilung der Aci- 
dose zugrunde gelegt werden kann, «denn wihrend die N- 
Ausscheidung vom EiweifBumsatz abhingig ist, ist die Am- 
moniakmenge des Urins vom Grad der Acidose bedingt». 

Magnus-Levy') empfiehlt, den Quotienten nicht fallen zu 
lassen, weil ein hoher Quotient so gut wie immer auf das 
Vorhandensein von organischen Séuren hinweist, wahrend das 
bei einer hohen absoluten Ammoniakzahl keineswegs immer 
der Fall ist. Der Ammoniakquotient — schwankt bei ge- 
wohnlicher gemischter Kost zwischen 3—6°/o; steigt er auf 
8—10°/o, so miissen nach Magnus-Levy besondere Griinde 
dafiir vorliegen. Diese bestehen fast ausnahmslos in einer Ver- 
mehrung der organischen Séuren des Urins, nur in einzelnen 
Fallen in einer Zunahme von Mineralséuren. 

Bei Diabetes mit Acidose kann der Quotient oft bis auf 
20—25°/o ansteigen, wihrend er seltener auf 35—48°/o kommt. 
Von Noorden fihrt an, daB er einzelne Male 63,4—67,7 °/o 


‘) D. Archiv f. klin. Med., 1905, Bd. LXXXIV. 
*) Zeitschrift f. exp. Path. u. Ther., Bd. II, 1906, S. 542. 

’) Handbuch der Ern.-Ther. u. Diatetik, Bd. I, 1903, S. 261. 
*) Handbuch der Path. des Stoffw., Bd. I, S. 114, 1906. 
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gefunden hat, aber das ist in Fallen, wo Gemiise-Fett-Diat mit 
5—6 g N-Gehalt angewendet wurde. 

Vergleichen wir nun die 3 Kurven, die die Totalaciditat, 
das Ammoniak und den Ammoniakquotient angeben, so zeigt 
es sich, daf die letzte einen ganz abweichenden Verlauf von 
den beiden ersten hat, die ja den oben besprochenen Paralle- 
lismus zeigen. 

Daraus man notwendigerweise den Schlui ziehen, 
daB es die Totalaciditaét und nicht der Totalstickstoff 
des Urins ist, der die Ammoniakmenge bestimmt. 

Wenn sich bei den oben angefiihrten Untersuchungen 
ein gleichzeitiges Ansteigen des Totalstickstoffs und Ammo- 
niaks im Urin ergeben hat, so muf das damit erklirt werden, 
daf eine erhdhte N-Ausscheidung eine vermehrte Saurebildung 
bewirkte, die wiederum eine vermehrte Ammoniakausscheidung 
mit sich brachte, wihrend andere siurebildende Einfliisse nur 
untergeordneter Natur waren. 

Die Bedeutung, die ein vermehrter Eiweifumsatz fiir die 
Totalaciditaét und damit fiir die Ammoniakmenge erhalten kann, 
wird natiirlich davon abhingig sein, welche séurebildenden und 
antisdurebildenden Faktoren sich im Augenblick geltend machen. 
Bei normalen Personen und bei Diabetikern ohne Acidose wird 
eine plotzliche Vermehrung der Stickstoffausscheidung merk- 
barer auf die Totalaciditiéit und das Ammoniak einwirken als 
bei Diabetes mit vermehrter Ausscheidung organischer Siuren, 
deren Menge gerade gleichzeitig durch die antiketogene Wir- 
kung der Eiweifistoffe vermindert werden kann. Hier wird 
sich oft die siiure- und antisiurebildende Wirkung des Eiweibes 
gegenseitig aufheben. 


Die von Bjérn-Andersen hier mitgeteilte Titrierungs- 
methode zur Bestimmung der Totalaciditét und des Ammoniak 
ist so bequem und gibt so schnell die taéglichen Schwingungen 
im Grad der Acidose, daf sie sicher allgemeine Anwendung in 
den Krankenhausern finden wird. In meinem Laboratorium wird 
die Methode standig mit grofSem Nutzen angewendet. — In 
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der Pédiatrie wird diese Saéure- und Ammoniakbestimmung 
ohne Zweifel fiir die Diagnose und Behandlung der sogenannten 
«relativen Acidose» (Steinitz!) in Anwendung kommen, einer 
Ammoniakvermehrung im Urin, hervorgerufen durch Alkali- 
verlust im Stuhl der Séauglinge. (Bei magendarmkranken 
Siduglingen fand Steinitz bekanntlich in fettreichen Faeces 
bedeutend mehr alkalische Erden und Alkalien als unter 
normalen Verhiltnissen.) Bei dlteren Kindern (von 2—10 
Jahren), wo Vergely?) schon im Jahre 1898 bei Magendarm- 
leiden Aceton und Oxybuttersaéure nachgewiesen hat, kann die 
Methode auch gebraucht werden. 

In der inneren Klinik wird die Methode — aufer bei 
Diabetes — bei Leberleiden mit stark vermehrter Ammoniak- 
ausscheidung ihren Nutzen erweisen, dann bei Ulcus ventriculi, 
das mit Rektalernahrung behandelt wird, bei Achylia gastrica, 
Cancer ventriculi und Pankreasleiden mit sehr fetthaltigen Faeces. 


M. Lauritzens Klinik, Kopenhagen, Juni 1909. 


') Steinitz, Jahrb. f. Kinderh., Bd. LIX, 1902, S. 689. 
*) Vergely, Revue mensuelle des maladies de l’enfance, Bd. XVI, 
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- Aquivalente Totalaciditét des Urins. 
o Aquivalenzen des Ammoniaks des Urins (bestimmt durch Vakuumdestillation). 


Aquivalenzen des Ammoniaks des Urins (bestimmt durch die Titrierungsmethode). 
Ammoniakstickstoff in Prozenten des Totalstickstoffs des Urins. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band LXIV, Tafel 1. 
Zu «H. Bjérn-Andersen und Marius Lauritzen, Uber Saéure- und Ammoniakbestimmung im Uriu und ihre klinische Anwendu 
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Uber die Menge der im normalen und pathologischen 
menschlichen Urine ausgeschiedenen Glukuronsaure. 


Von 
Dr. C. Tollens und Dr. F. Stern. 


(Aus der stadtischen Krankenanstalt in Kiel. 
Dirigierender Arzt: Prof. Dr. Hoppe-Seyler.) 


(Der Redaktion zugegangen am 36. November 1909.) 


Im Anschluf an die friiher von dem einen von uns — 
C. Tollens!) — angestellten Untersuchungen iiber die quan- 
titative Bestimmung der im Urine ausgeschiedenen Glukuron- 
séure mittels der Furfurol-Salzsiuredestillation haben wir die 
Ausscheidungsverhiltnisse der Glukuronséure in einer Reihe 
von normalen und krankhaften Zustiinden weiter verfolgt. 

Die von uns angewandte Methode blieb genau dieselbe; 
nur bei der Berechnung der gefundenen Phloroglucidwerte haben 
wir eine kleine Korrektur anbringen miissen. Es stellte sich 
namlich heraus, daf bei der Salzsiéuredestillation auch das mit 
dem Niederschlage in den Kolben gebrachte Filtrierpapier eine 
Spur Furfurol abspaltet; zwar ist es so wenig, daf eine Rot- 
farbung des essigsauren Anilinreagens nicht eintritt — darum 
wurde es friiher nicht beriicksichtigt —, aber im Destillat laBt 
sich doch mit Phloroglucin ein wigbarer Niederschlag erzeugen. 
Die zu jeder Bestimmung verwandten beiden Blatter geharteten 
Filtrierpapiers von 10 cm Durchmesser lieferten uns zusammen 
15 mg Furfurolphloroglucid. 

Diese kleine Menge mul} aber doch beriicksichtigt werden, 
weil bei der Berechnung auf den Gesamturin der Fehler sonst 
durch Multiplikation wachsen wiirde. Die Werte, welche die 
Mehrausscheidung von Glukuronséure nach verschiedenen Me- 
dikamenten angeben, werden als Differenzwerte von obigem 
Fehler nur wenig betroffen und bediirfen keiner Verdnderung. 


1) Diese Zeitschrift, Bd. LXI, H. 2. 
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Wir gingen wieder so vor, dai wir zunichst feststellten, 
wieviel Furfurolphloroglucid uns der zucker- und eiweiffreie 
Harn eines Menschen mit ungestértem Stoffwechsel, der auch 
keine besonderen Zeichen von Darmfaulnis aufwies, lieferte. 
Die Untersuchten bekamen weder Friichte noch Gemiise, um 
so alles auszuschlieBen, was allenfalls zur Ausscheidung von 
Pentosen, die reichlich Furfurol liefern, fiihren konnte. Bei 
einem — Z. — wurde auch der Phloroglucidwert bestimmt, 
wihrend die Nahrung ausschlieflich aus Fett und aus Fleisch 
bestand, um mdoglichst alles zu vermeiden, was allenfalls zur 
Ausscheidung von Kohlenhydraten irgend welcher Art fiihren 
konnte. 

Wir neigen nun zu der Uberzeugung, das Furfurol eines 
solchen normalen Urines entstamme gr6ftenteils seinen ge- 
paarten Glukuronséuren. Immerhin méchten wir diese Ansicht 
doch nur mit aller Reserve aussprechen, wenn wir auch bis- 
her, wie in der friiheren Arbeit eingehend auseinandergesetzt 
wurde, keinen anderen Bestandteil des Urines ausfindig machen 
konnten, der als Quelle des Furfurols in Betracht kiime. 

Erwiihnen miissen wir noch, daf samtliche untersuchten 
Urine deutlich die Naphthoresorcinreaktion gaben, namentlich 
wenn man beim Anstellen der Probe die Fliissigkeit abweichend 
von der urspriinglichen Angabe,!) in Anlehnung an die von 
Jolles?) vorgeschlagene Modifikation, deren Prinzip, durch 
langeres Behandeln des Urines mit Mineralséuren eine vollige 
Spaltung der gepaarten Glukuronsiuren herbeizufiihren, wir als 
richtig anerkennen miissen, nicht nur 1 Minute kocht, sondern 
15 Minuten im kochenden Wasserbade erhitzte. 

Die Vorschrift fiir die auf diese Weise sehr empfindliche 
Probe wiire folgende: 0,5 ccm einer 1°/oigen alkoholischen 
Naphthoresorcinlésung werden mit 5 ccm konzentrierter Salz- 
siiure und 5 ecm Urin 15 Minuten in das kochende Wasser- 
bad gestellt. Nach griindlichem Abkiihlen Ausschiitteln mit 
10 ecm Ather; Beférderung der Klarung der Atherschicht durch 
einige Tropfen Alkohol. Ist Glukuronséure vorhanden, so zeigt 


') C. Tollens, Diese Zeitschrift, Bd. LVI, H. 1 (1908). 
*) Ad. Jolles, Zentralbl. f. innere Med., Nr. 45. 1909. 
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die Atherschicht eine blaurote Farbung und laé8t im Spektral- 
apparat ein schwarzes Band mit nicht sehr scharfem Rande 
zwischen gelb und griin erkennen. Ist, was oftmals eintritt, 
die Atherschicht so intensiv gefiirbt, daB das Spektrum nicht 
zu erkennen ist, so kann man die Atherschicht entsprechend 
durch weiteren Atherzusatz verdiinnen oder besser mit weniger 
Urin reagieren. Man bekommt bei letzterem Verfahren bessere 
Farben und man kann oft bis zu 1 ccm Urin herunter gehen. 

Die Ergebnisse unserer Versuche lassen wir in Tabellen- 
form folgen (siehe Tabelle 1—6). 

Uberblicken wir nun unsere Resultate zusammen mit denen 
der friiheren Arbeit, und zuniichst die aus normalem Urin ge- 
wonnenen Werte, so fiillt zuerst die Tagesmenge des Furfurol- 
phloroglucids auf, sowohl durch ihre Gréfe, als auch durch 
ihre auffallende Gleichheit an den aufeinanderfolgenden Tagen. 
Will man aus diesen taglichen Phloroglucidwerten die taglich 
ausgeschiedenen Glukuronséuremengen berechnen, was wir, 
wie oben gesagt, nur unter allem Vorbehalt tun, so kommt man 
zu zwar noch recht kleinen Quantititen, aber doch zu Zahlen, 
die betrichtlich gréfer sind, als man bisher geschiitzt hat. Wir 
wiirden als taglichen Durchschnittswert der Glukuron- 
siure in normalem Urin 0,37 g anzunehmen haben, d. h. 
etwa 0,025 g in 100 ccm, wahrend P. Mayer und Neuberg 
z. B. nur «mindestens 0,004 g in 100 ccm»') annehmen. Unsere 
Werte sind so hoch, dafi die Naphthoresorcinreaktion positiv 
ausfallen muB und ja, wie erwihnt, auch positiv ausgefallen ist. 

Unter welchen Bedingungen die Glukuronsdure, oder besser 
die Phloroglucidmenge unter diesen Wert zu sinken vermag, 
miissen weitere Untersuchungen lehren. DaB sie es tun kann, 
zeigt der negative Ausfall der Naphthoresorcinreaktion, den 
wir, seitdem wir lingere Zeit bei dieser Probe kochen, aller- 
dings erst einmal in einem sonst anscheinend normalen Urine 
feststellen konnten. Reine Fleischkost unter Vermeidung jeg- 
licher Kohlenhydrate hatte in dem oben angefiihrten Falle, 
Tabelle I, keine wesentliche Verénderung der Glukuronsiure- 


1) P. Mayer und C. Neuberg, Diese Zeitschr., Bd. XXIX, S. 256 
(1900). 
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I. Tabelle der aus normalen Urinen gewonnenen Werte. 


Tabelle 1. 
(Alte Apoplexie.) 


Urin Z. 


| Menge Tagliche | Tagliche 
Datum | Kost Phloroglucid-| Glukuron- 
| Spez. Gew. | menge | sduremenge 
| 1600 gemischte | 
23./24.X. | 0.1224 03672 
| 1014 | 
4010s Retttkost 
1250 > 
25./26. » 0,0960 0),2880 
1020 | 
1500 > 
27./29. » | 0.1260 0.3788 
1016 > | 
1500 | 
| —— | 01224 | 0.3672 
| 1013 | | 
| 1000 ischte 
30/31.> {| | 0.1400 0.4200 
| 1017 Dit 
700 | » 
31. X./1. XL. 0,0952 0,2856 
Taglicher Durchschnittswert 
bei gemischter Kost .......... 0,1192 0,3576 
bei Fleisch-Fettkost .......... 0.1152 | 0,3456 


Tabelle 2. Urin H. 


(Fuhgelenkbruch.) 
| Menge Tagliche Tagliche 
Datum | Kost Phloroglucid-| Glukuron- 
Spez. Gew | menge séuremenge 
25,/26. IX 500 0,1210 0,3630 
1010 
26.27 0,0915 0,2746 
» 1016 O915 
1500 
27./28. » 0,1188 0,3564 
1015 
1750 > 
28,/29. >» 0,1001 0,3003 
1015 
Durchschnittlicher Wert ........ 0,1078 0,3234 
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Tabelle 3. Urin Sp. 


(Granulierende Amputationswunde, mit aseptischem, trockenem Verbande.) 
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Menge | Tagliche Tagliche 
Datum | Kost Phloroglucid-| Glukuron- 
Spez. Gew. | menge siuremenge 
1500 gemischt 
2/3. X. 0,1626 0,4878 
1250 
> | | 0,1205 0,3615 
1250 
16,/17. “41010 | 0),1300 0,3900 
Durchschnittswert ........... 01377. | 04431 


II. Tabellen mit den Werten, welche bei den zur vermehrten Glukuron- 
saureausscheidung fiihrenden Medikamenten gewonnen wurden. 


Tabelle 4 Urin H. 


Nach Tabelle 2 mittlere taégliche Ausscheidung an Phloroglucid: 
an Glukuronsiure: 0,3234 » 


0,1078 g 


Menge] Medika- | Tagliche] Tagliche Mehrausscheidung 
Datum | Spez. Phloroglu-| Glukuron- ‘an Phioro- | an Gluke- 
Gew.| Ment |cidmenge] siuremenge | glucid ronsaure 
| 2000 3.0 ¢ 
2/3. X 1010 | Na. salic. 0,3584 1,0752 0,2506 0,7518 
1000 | 3,0 g 
3./4. » “4017 | Na. salic. 0,4408 1,3224 0,3330 | 0,9990 
1250 3,0 g 
> 1020 | Na. salic. 0,5785 1,7355 0,4707 1,412] 
d./6. >» 4015 | Na. salic. 0,5171 1,5513 0,4093 1,2279 
1500 3,0 g | 
6./7. » | Na. salic. 05952 1,7856 0,4874 1,4622 
1000 3,0 
7/8.» 1024 | Na. salic. 0,5372 1,6116 0,4294 1,2882 
1500 | 
X. 0 0,4338 1,3014 0,3200 | 0,9780 
0 0,5958 0,0908 0.2724 
10./11. » 0) 0),4662 0,0476 0,1428 


Gesamtmehrausscheidung von Glukuronsiure auf die ver- 
abreichten 18 g Na. salicyl vom 2.—9. X. 09 
d. h. auf 1g Na. Salicyl . . 


$,3916 g 


0.4662 » 
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Tabelle 5. 


Urin Sp. 


Nach Tabelle 3 mittlere tagliche Ausscheidung an Phloroglucid: 
an Glukuronsdure: 0,4131 » 


0,137 g. 


Menge Medika- Tagliche | Tiagliche | Mehrausscheidung 
Datum | Spez. Phloroglu-| Glukuron- 
Gew.] mente |cidmenge|siuremenge] glucid | ronsiure 
2000 3,0 g 
18./19. “1010 Chloralhydrat 0.3736 1,1209 0,2359 0,7077 
1250 3,0 g 
19./20. » Chloralhydrat 0),6225 1,8675 0,4848 1.4544 
1500 3,0 g 
20/21. >» | Chloraihydrat 0,5670 1,7010 0),4293 1,2879 
21./22. X. 1016 0 0,3230 0,9690 0,1853 0,5559 


(resamtausscheidung an Glukuronséure auf 9 g Chloralhydrat: 4,009 g. 
Also auf 1 g 0,4451 g. 


22/23. X. 


23./24, >» 


1250 


1016 


0,1775 
0,1836 
0,1840 


0.1710 


Tabelle 6. Urin K. 


(Lysolvergiftung etwa mit 50 g entsprechend 25 g Kresolen.) 


Datum 


Medikament 
Spez. Gew. | 


Menge 


Tagliche Tagliche 
Phlorglucid- Glukuron- 
menge sduremenge 


2.8470 


8,5410 


0,1272 
0.0990 


0,1216 


0,3816 
0,2970 


0,3648 


= 
| 
4 

1017 
24./25, » 1014 0),5520 — 
| 
1800 
23./26. » Fanio 0) 0,5130 
4 
6 xo | | 0 | 
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ausscheidung zur Folge. Ein vollig negativer Ausfall der Naphtho- 
resorcinprobe trat interessanterweise in mehreren Fallen von 
schwerem Coma diabeticum auf. Jolles hat ebenfalls von 
solchen Beobachtungen berichtet.!) Bemerkenswerterweise war 
in dem letzten dieser Fille auch durch Eingabe von 3g 
Natron salicylicum keine positive Reaktion zu erzielen. 
Das hei®t der Diabetiker hatte keine Glukuronsiure zur Ver- 
fiigung zur Paarung mit der Salicylsiure. Aber wir konnten 
in diesem Falle den Phloroglucidwert des Urins, oder vielmehr 
das eventuelle Fehlen von Furfurol beim Destillieren des Urins 
mit Salzsiéiure nicht feststellen, weil uns die vorherige Tren- 
nung des Bleiniederschlages vom Zucker nicht gelang. Bei 
einem zweiten, jugendlichen Diabetiker mit geringerer Toleranz 
fiir Kohlenhydrate und fehlender Acetessigsaéure im Urin konnten 
wir dagegen Glukuronsiure in den oben angegebenen Grenzen 
und auch bei Eingabe von Natron salicylicum Vermehrung ent- 
sprechend obigen Werten feststellen. Einen normalen Urin 
aber, der die Naphthoresorcinreaktion nicht gab, fanden wir 
in letzter Zeit keine Gelegenheit, der Salzsiuredestillation zu 
unterwerfen. Wenn also das gefundene Furfurolphloroglucid 
ausschlieBlich aus der Glukuronsaure des Urins herstammt, was 
wir allerdings noch nicht ganz fest behaupten kénnen, so folgt 
daraus, daB normale Menschen im allgemeinen tiglich 
0,3—0,4 g Glukuronsadure im Urin ausscheiden. 

Besser in den Rahmen des Bekannten passen die Ergeb- 
nisse unserer Untersuchungen der Mehrausscheidung von Glu- 
kuronsaure nach Arzneimitteln — Natron salicylicum und Chloral- 
hydrat — sowie in dem Kresolvergiftungsfall. Die auftretende 
Glukuronsiéuremenge ist allerdings groB, gréBer vielleicht, als 
es bisher schien. Ganz erstaunlich ist sie ja mit der Menge 
von beinahe 9 g in den ersten 24 Stunden in dem Falle von 
Lysolvergiftung, wo der schwarzgriine Urin deutlich nach links 
drehte und ziemlich stark reduzierte, nachdem vermutlich gegen 
25 g Kresol genommen waren. 

In der Héhe und in dem Verlaufe der Ausscheidung 1labt 


‘) Jolles, Zentralbl. fiir innere Med., 1909, Nr. 45. 
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sich eine gewisse Gesetzmifigkeit nicht verkennen. Es zeigt 
sich sowohl bei der Salicylséure, als auch beim Chloralhydrat 
ein schnelles Ansteigen der Harnglukuronsiéure bis zu einem 
Maximalwerte, der bei der Salicylsiure am dritten Tage, beim 
Chloralhydrat noch schneller erreicht wird und dann, wihrend 
der weiteren Darreichung des Mittels, so ziemlich derselbe 
bleibt. In der obenerwaéhnten Arbeit des einen von uns findet 
sich die Angabe, daf bei einem Patienten, der bereits 3 Wochen 
lang tiglich 3g Natron salicylicum bekommen hatte, die tag- 
liche Mehrausscheidung an Glukuronsaure 1,2 g betrug, also 
etwa gleich obigem Maximalwerte in Tabelle IV war. Dagegen 
wird dieser Wert in dem Falle E. dieser friiheren Arbeit nicht 
ganz erreicht. Es scheint also, daf die Héhe der Glukuron- 
siureausscheidung nicht nur von der Menge des eingefiihrten 
Medikamentes abhiingt, sondern dai noch andere Faktoren in 
Betracht kommen; und man denkt da zuniichst an die Ather- 
schwefelsiuren des Urins, deren quantitatives Verhiéltnis zu der 
Menge der Uringlukuronséure wir bei jetzt im Gange _ befind- 
lichen Untersuchungen festzustellen suchen, sei es, dai eine 
gewisse Reciprozitaét, oder auch ein gewisser Parallelismus der 
im Urin auftretenden Mengen dieser beiden Substanzen vor- 
handen ist, die die gemeinsame Fihigkeit zur Paarung mit 
anderen Stoffen besitzen. 
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Uber den Farbstoff der Tomate. 


Von 
Richard Willstitter und Heinr. H. Escher. 


Mit einer Tafel und einer Abbildung. 


(Aus dem chemischen Laboratorium des schweizerischen Polytechnikums in Ziirich.) 
(Der Redaktion zugegangen am 19, November 1909.) 


Der Farbstoff der Tomate, der Beerenfrucht von Lyco- 
persicum esculentum, ist zuerst von A. Millardet!) in krystal- 
linischem Zustande isoliert und Solanorubin genannt worden. 
Spiter haben andere Forscher tiber das Pigment gearbeitet 
und es als carotinartig erkannt; bis in die letzten Jahre blieb 
aber die Frage umstritten, ob es identisch sei mit dem Carotin 
aus Daucus Carota. A. Arnaud?) spricht diese Annahme aus, 
auch N. Passerini,*) am bestimmtesten F. G. Kohl‘) mit 
den Worten: «Ich habe deshalb das Tomatencarotin genau 
untersucht... . Der isolierte Farbstoff der Tomatenfrucht 
ist identisch mit dem Daucus-Carotin. » 

In einer sorgfiltigen spektralanalytischen Arbeit tber 
«The Xanthophyll group of yellow colouring matters» hat 
C. A. Schunck®*) auch das Pigment der Tomate behandelt und 
in Krystallen beschrieben. Er kennzeichnet es nach den Eigen- 
schaften und dem Absorptionsspektrum als ahnlich dem Carotin, 
aber deutlich davon unterschieden. Schunck gibt dem Farb- 
stoff den neuen Namen Lycopin, den wir tibernehmen. 


') Note sur une substance colorante nouvelle (Solanorubine), dé- 
couverte dans la tomate, Nancy 1876. 

*) Compt. rend., Bd. CII, S. 1119 (1886). 

5) Le stazioni sperimentali agrarie ital., Bd. XVIII, S. 545 (1890). 

*) Untersuchungen iiber das Carotin und seine physiologische Be- 
deutung in der Pflanze, Leipzig 1902, S. 41. 

5) Proc. Roy. Soc., Bd. LXXII, S. 165 (1903). 
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Eine griindliche Untersuchung des Tomatenpigmentes hat 
endlich C. Montanari’) ausgefiihrt. Er hat das Lycopin zum 
ersten Male analysiert und als Kohlenwasserstoff erkannt. Er 
vergleicht ihn mit dem Carotin und findet ihn davon verschieden. 
Fiir Carotin hatte A. Arnaud die Formel C,,H,, aufgestellt ; 
Montanari hilt das Lycopin auf Grund von Molekulargewichts- 
bestimmungen und der Analyse eines amorphen Jodides fiir ein 
Kondensationsprodukt aus zwei Molekiilen Carotin, fiir ein 
«Dicaroten» der Formel 

Die Grundlage dieser Auffassung, die Formel des Carotins 
von Arnaud ist vor kurzem durch eine Arbeit?) iiber Carotin 
hinfallig geworden. Deshalb haben wir den Farbstoff der 
Tomate aufs neue untersucht, um sein Verhaltnis zum Carotin 
zu _prifen. 

Lycopin und Carotin unterscheiden sich so charakteri- 
stisch, dafh es unmdglich ist, beide zu sehen und sie fiir identisch 
zu halten. Die Analyse von Lycopin stimmt fiir das Atom- 
verhiltnis C,H, des Carotins; im Molekulargewicht finden wir 
auf Grund ebullioskopischer Bestimmungen in verschiedenen 
Lésungsmitteln Carotin und Lycopin iibereinstimmend. Sie 
sind also isomer gemiéf der Formel 

Die Beziehung zwischen Lycopin und Carotin hinsichtlich 
der Konstitution scheint tibrigens keine ganz nahe zu sein; 
das Verhalten der zwei Farbstoffe gegen die Halogene ist 
dafiir zu verschieden. Gleichartig ist das Verhalten beider 
ungesiittigter Kohlenwasserstoffe gegen Sauerstoff, aber das 
Lycopin iibertrifft in der Geschwindigkeit der Autoxydation 
noch bei weitem das Carotin. 


Gewinnung des Tomatenfarbstoffes. 


Aus frischen Tomaten isolierten wir den Farbstoff im 
wesentlichen nach den sorgfaltigen Angaben von Montanari. 
Zur Trocknung wurden die Friichte zerkleinert, koliert und 
mehrmals mit Alkohol angeschiittelt und wieder abgeprebBt. 


‘) Le stazioni sperim. agr. ital., Bd. XXXVII, S. 909 (1904). 


*) R. Willstatter und W. Mieg, Ann. d. Chem., Bd. CCCLY, S. 1 
(1907). 
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135 kg Tomaten lieferten nur 2,6 kg Trockensubstanz und 
hieraus 2,7 g einmal umkrystallisierten Farbstoff. 

Ein viel geeigneteres Ausgangsmaterial fanden wir in den 
reinen Tomatenkonserven des Handels. Die Priiparate des 
Lycopins aus den frischen Friichten und aus Konserven er- 
weisen sich als vollkommen identisch. Von dem «Purée di 
Pomidoro Concentrata», das von der «Societi Generale delle 
Conserve Alimentari Cirio» in Neapel fabriziert wird, haben 
wir 74 kg verarbeitet. Sie ergaben 5,6 kg trockenes Pulver 
und weiterhin 11 g einmal umkrystallisierten Farbstoff, d. i. 
0,2°/o der Trockensubstanz. 

Die Konserven wurden in Portionen von etwa 8 kg in 
Pulverflaschen mit 4 Litern 96°/oigem Alkohol angeschiittelt, 
die koagulierte Masse koliert und mit gelindem Druck abge- 
preBit. Das Durchschiitteln mit zwei bis drei Litern Alkohol 
und Abpressen wiederholten wir und preften dann mit starke- 
rem Druck den Brei zu einer kriimmeligen Masse aus, um 
diese schlieBlich auf dem Dampfkessel vollstindig zu trocknen 
und in der Pulvermiihle zu mahlen. Das Tomatenmehl wurde 
in Perkolatoren mit Schwefelkohlenstoff erschépft und der Aus- 
zug soweit als moglich unter vermindertem Druck eingedampft, 
gegen Ende in einem Bad von 40°. Der tief rotbraune Brei 
wurde mit dem dreifachen Volumen absoluten Alkohols ver- 
diinnt und nach dem Absaugen auf der Nutsche mit Petrol- 
dither gewaschen. 

Aus zwei alkoholischen Mutterlaugen des Lycopins aus 
Konserven krystallisierten bei monatelangem Stehen kleine 
Mengen von Carotin aus in den charakteristischen, leuchtend 
roten rhomboedrischen Tafelchen mit starken metallischen 
Reflexen. 

Das Rohprodukt von Lycopin haben wir durch Fallen 
mit absolutem Alkohol aus Schwefelkohlenstofflésung oder besser 
durch Umkrystallisieren aus Gasolin (Sdp. 50—80°) gereinigt, 
wovon beim Kochen 4—5 Liter fiir 1 g Lycopin erforderlich 
waren. Die filtrierte Gasolinlésung schied beim Abkihlen in 
der Kialtemischung ein lockeres braunes Pulver von prisma- 


tischen Krystallen ab. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXIV. 
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Analyse und Molekulargewicht. 


Die Analyse von Priiparaten, die nur ein- oder zweimal 
aus Gasolin umkrystallisiert waren, ergab: 

C 88,78, H 10,69; C 88,84, H 10,54; C 88,76, H 10,58: C 88,95, H 10,59 %/o. 

Die Bestimmungen lieferten demnach mit der Summe 
von 99,5°/o fiir C und H Werte, die auf einen Sauerstoffgehalt 
hindeuten, ahnlich wie Montanaris Analysen des Lycopins: 

(: 87,62, H 10,74; 88,75, H 11,01°%o. 

Beim Vergleich der verschiedenen Fraktionen, die beim 
Umkrystallisieren aus Ligroin oder Petrolither erhalten werden, 
finden wir in den schwerstléslichen Anteilen den niedrigsten 
Kohlenstoffgehalt, diese sind also am wenigsten rein: 

C 88,05, H 10,57; C 88,37, H 10,70; C 88,50, H 10,69°/o. 

Die zweckmibigste Vorbereitung fiir die Analyse besteht 
daher im Umkrystallisieren aus Gasolin unter Verwerfung der 
schwerer léslichen Anteile. Die so dargestellten Krystallisationen 
werden ohne besondere Fraktionierung am besten aus Schwefel- 


kohlenstoff weiter umkrystallisiert. 
Prap. I, zweimal aus Gasolin umkrystallisiert, 

0.1613 g Substanz gaben 0.5277 g CO, und 0,1551 g H,O: 
Priap. Il, dreimal aus Gasolin umkrystallisiert, 

0,1322 g Substanz gaben 0,4344 g CO, und 0,1291 g H,0; 
Prip. Ul, dasselbe nochmals aus CS, umkrystallisiert, 

0.1540 g Substanz gaben 0,5035 g CO, und 0,1474 g H,0: 
Praip. IV, umkrystallisiert aus Ligroin, Gasolin, Petrolather, zweimal aus 

Schwefelkohlenstoff, 
0,1247 g Substanz gaben 0.4081 g CO, und 0,1208 g H,0. 


Berechnet fiir Gefunden : 

C,H; : Il. IV. 
C = 89.48 89,23 89,62 89,17 89,47 
H = 10,52 10,76 10,93 = 10,71 10,86 


Die Molekulargewichtsbestimmung hat Montanari auf 
kryoskopischem Wege in Benzollisung (Konzentration 0,26°/o, 
Erniedrigung 0,02°) ausgefiihrt und gefunden: M = 635 und = 
650. Die Lislichkeit des Lycopins in kaltem Benzol ist in- 
dessen zu gering fiir die Anwendung dieser Methode, hingegen 
geniigt die Léslichkeit in Chloroform und in Schwefelkohlen- 
stoff zur Anwendung der ebullioskopischen Methode. 
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A. In Chloroform (Konstante 36,6). 
I. In 22,3 g Chloroform gaben 0,2540 g 0,071" Siedepunktserhéhung 
Il. > 223» »  0,3591 » 0,103° 
B. In Schwefelkohlenstoff (Konstante 23,5). 
Siedepunklserhéhung 


Ill. In 15,50 g Schwefelkohlenstoff gaben 0,3045 g 0,090 ° 
IV. » 15,30 » » 00,3162 >» 0,086 
V. 14,50 » > » 00,5329 >» 0,149" 
VI. » 16,20 » >» 00,3664 » 0,095" 
VII. 16,05 » »  0,5858 » 0,157” 
Berechnet: Gefunden : 
Molekulargewicht ') A. B. 
I IV. Ve Vi VEL 
536 587 557 513 565 580 560) 546 
Eigenschaften. 


Trotz der iibereinstimmenden Zusammensetzung ist der 
Tomatenfarbstoff von Carotin in seinen Eigenschaften, nament- 
lich in der Form und Farbe der Krystalle und in der Farbe 
der Lésungen so augenfallig verschieden, dafi man die beiden 
Kohlenwasserstoffe nicht fiir identisch halten und nicht ver- 
wechseln kann. 

Lycopin wird beim Erkalten der Lésungen oder beim 
Fallen abgeschieden als hell- oder dunkelkarminrotes, sammet- 
glinzendes, verfilztes Krystallaggregat von wachsartiger Kon- 
sistenz, das aus langgestreckten mikroskopischen Prismen be- 
steht: selten zeigen diese scharf abgeschnittene Enden, ge- 
woOhnlich sind sie am Ende zerkliiftet; oft bildet es auch lange, 
haarfeine Nadeln. In der Form, die Montanari beschreibt, als 
Lamellen und Tiafelchen haben wir Lycopin nie beobachtet. 

Bei Carotin hingegen stellen rhombische bliittchen und 
Tafelchen die typische Form dar, Xanthophyll tritt in vier- 
seitigen Tafelchen und derben Prismen mit schwalbenschwanz- 
ahnlichen Zwillingsbildungen auf. Carotin und Xanthophyll geben 
metallisch glitzernde, irisierende Krystalle mit grofen Flichen, 
Lycopin stumpf braunrote Flocken mikroskopisch dinner 


Krystalle. 


1) Mit der Grundlage O = 16 ist M = 536; mit H == 1 ist M = 532. 
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Die Krystalle von Lycopin erscheinen unter dem Mikro- 
skop braunlich-rosa bis karminrot und da, wo die Prismen 
sich kreuzen, stark blaustichig rot. Carotin ist immer orange- 
rot bis rot, Xanthophyll aber gelb und nur da, wo Krystalle 
sich iiberdecken, zeigt sich auffallend rote Farbe. Beim Ver- 
dunsten auf Papier hinterla&t die Schwefelkohlenstoffldsung des 
Lycopins einen braunen, die des Carotins einen orangeroten, 
die von Xanthophyll einen goldgelben Fleck. Die Pulverfarbe 
des Lycopins ist dunkel rotbraun. 

Die Lésungen von Lycopin in Schwefelkohlenstoff zeigen 
selbst in grofer Verdiinnung eine stark blaustichig rote 
Farbe, wihrend die Carotinlésung gelbstichig rot ist. Die 
iitherische Lésung des Lycopins tingiert viel weniger als die 
Carotinldsung, die alkoholische Lésung ist, heii gesittigt, 
dunkelgelb, im Tone etwas brauner als die goldgelbe Carotin- 
lésung, die kalte Lésung weist ein sehr diinnes, etwas rot- 
liches Gelb auf. 

Mit konzentrierter Schwefelsdure liefert Lycopin wie Ca- 
rotin eine tief indigblaue Lésung, auch mit Salpetersiure gibt 
es wie Carotin eine charakteristische Farbreaktion, die noch 
nicht beschrieben worden ist. Es lést sich beim Eintragen in 
rauchende Salpetersiiure oder in 100°/oiger Salpetersiiure auf 
mit schéner Purpurfarbe, die aber schnell verschwindet. Aus 
der entfiirbten Lésung werden durch Wasser gelbliche Flocken 
gefiillt. 

Den Schmelzpunkt von Lycopin fanden wir bei 168—169° 
korrigiert, wihrend Montanari 170° unkorrigiert (173,7° korr.) 
angibt ; Carotin schmilzt sehr éhnlich, bei 167,5 bis 168° korrigiert. 

Loslichkeit. In Alkohol ist Lycopin in der Kalte fast 
unléslich, noch weniger lést es sich in Holzgeist; auch beim 
Kochen ist es in den Alkoholen sehr schwer lislich und zwar 
noch betrichtlich schwerer als Carotin, das sich immerhin gut 
aus Alkohol umkrystallisieren lift. In siedendem Ather lést sich 
Lycopin schwer (1 g in ca. 3 liter, d.i. 3 mal weniger als Carotin), 
in Schwefelkohlenstoff beim Sieden sehr leicht und auch kalt 
noch recht leicht (1 g in ca. 50 ccm, d. i. weit weniger léslich 
als Carotin), in Chloroform in der Warme sehr leicht, kalt leicht, 
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in Benzol beim Kochen recht leicht, kalt weit schwerer, aber 
doch noch betriachtlich. Von niedrig siedendem Petrolither 
(Sdp. 30—60°) erfordert Lycopin beim Kochen 10 —12 Liter fiir 1 g, 
viel leichter lést es sich in hdher siedenden Benzinen. 

Bei der Verteilung zwischen Alkohol und Petrolither') 
verhalt sich der Tomatenfarbstoff wie Carotin, die alkoholische 
Losung wird von Petrolither entfirbt. 

Die folgende Tabelle vergleicht Lycopin in den Léslichkeits- 
verhiltnissen mit Carotin und Xanthophyll. 


| Lycopin | Carotin | Xanthophyll 
| | 


= 
Ather beim Kochen | 1 g in ca. 31 inca.900 ccm) I g inca. 300 cem 
Alkohol beim Kochen | fiuferst schwer| recht schwer ziemlich leicht 

spielend | ziemlich schwer 


| 
Schwefelkohlenstoff | recht leicht lés- | 
in der Kalte lich (1 gin50cecem) 


| | 
Petrolather b. Kochen | 1 g in ca. 101) 1g in ca. 1'/21| fast unléslich 


| 


Absorptionsspektrum. 


I. In alkoholischer Loésung. 
Die zwei Absorptionsstreifen des Carotins im Blau und 
Indigo bei?) 
h = 488 — 470 uu 
h = 456 — 438 uu 
sind bei Lycopin stark gegen Rot verschoben und befinden sich 
in der griinen und blauen Region. Eine staérkere Losung des 
Lycopins laBt gerade da Licht durch, wo eine Carotinlosung 
entsprechender Konzentration starke Absorption aufweist. 
(Beginn der Absorption } = 497 bei einer stirkeren Losung. ) 
Unsere Messungen erstrecken sich nur auf den sichtbaren Teil 
des Spektrums (vor der Frauenhoferschen Linie G). 


Erste Lisung: Zweite stirkere Liésung: 
Band I A = 510 — 499 Band IL A = 511,5 — 498 
I. = 480 — 468 > IL 2d = 480,5 — 469 


III, (Endabsorption). nach 440 » III, (Endabsorption). 445 — 


4) R. Willstatter und W. Mieg, Ann. d. Chem., Bd. CCCLY, 
S. 8 (1907). 
2) Ann., Bd. CCCLY, S. 19 (1907). 
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Eine dritte L6sung von gréferer Konzentration wies das 
Transmissionsband 494,5—485 auf. 

ll. In Sechwefelkohlenstofflésung. 

Charakteristisch sind die Unterschiede der zwei Pigmente 
in Schwefelkohlenstofflisung. Die Absorptionsstreifen sind stark 
gegen das rote Ende des Spektrums verschoben, sodafi beim 
Lycopin zwei Bander im Grin liegen und ein drittes im Blau. 
Carotin!) aber weist in der sichtbaren Region nur ein einziges 
Band im Grin und eines im Blau auf. 

In der nachstehenden Beschreibung der Absorptionspektren 
werden die Zahlen der Wellenlingen in uu mit Zeichen ver- 
bunden: fiir sehr dunkel, — — fiir ziemlich dunkel, - - fir 
wenig geschwacht und dementsprechend wird die Stirke der 
Absorption in der Figur in drei Abstufungen veranschaulicht. 

A. Lycopin. 
0,01 g in 2 | Schwefelkohlenstoff. 


—- 


Schichtendicke: 10 mm | 20 mm | 40 mm 
Band |: 554——540 561 ——555 —— 536 533 + 
> Il: d14——499,5 498 525-493 4833 
> Il: 479 + 472 481,5——468 483——462,5- + 427- 
| Endabsorption. 
Reihenfolge der Bander nach der Intensitaét: I, II, TI. 
B. Carotin. 
0,01 g in 2 1 Schwefelkoblenstoff. 
Schichtendicke: 10 mm 20 mm | 40 mm 
| 
Band 1: 525 ——511,5533 — —528——507,5- - 489) | 
| 542 — — 529,5 
488,5—— 474 489 — 472. 


| | 
') Das Absorptionsspektrum des Carotins in Schwefelkohlenstoff 
ist von F.G. Koh] (Untersuchungen tiber das Carotin und seine physio- 
logische Bedeutung in der Pflanze, S. 37) folgendermafen beschrieben 
worden: 
Band | 510 — 485 
>» Il 470 — 458 
> Il 437 — 425 
Mit dieser Angabe steht unsere Messung im Widerspruch. 
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} +4 
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| | 
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Verhalten gegen Sauerstoff. 


Der Tomatenfarbstoff absorbiert Sauerstoff wie Carotin, 
er bleicht aus und nimmt dabei einen andern Geruch als Carotin 
an. Seine Sauerstoffgier tibertrifft noch weit die des Carotins; 
bei einem Versuche unter gleichen Bedingungen (in 10 Tagen) 
nahm Lycopin 30°/o, Carotin 0,25°/o Sauerstoff aus der Luft auf. 

Das Lycopin wurde an der Luft mit einer Gewichtszu- 
nahme von 41,24°/o konstant; das oxydierte Praparat verlor 
dann im Vakuum tiber Phosphorpentoxyd 7,72°/o, und es sollte 
hiernach, falls bei der Oxydation kein Teil des Molekiils abge- 
spalten worden, ca. 25°/o Sauerstoff enthalten. Indessen trifft 
dies nicht zu. Montanari hat in einem ausgebleichten Praparat 
von Lycopin 32°/o Sauerstoff ermittelt, und wir finden in unserem 
exsikkatortrockenen Oxydationsprodukt 32,5°/o Sauerstoff. 

0,1400 g gaben 0,3074 g CO, und 0,0951 g H,O. 
Gefunden: C 59,88 °/o 
H_ 7,60 °/o. 
Reaktion mit Halogenen. 


Carotin liefert sch6n krystallisierende Jodide, Lycopin hin- 
gegen gibt unter den verschiedensten Bedingungen nur amorphe 
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Additionsprodukte von schwankendem Jodgehalt. Montanari 
hat in den in benzolischer Lésung mit Jod gebildeten Fallungen 
21—27°/o Jod angetroffen und gefunden, daf dieser Jodgehalt 
nicht iiberschritten werde; auf diese Ermittlung griindet sich 
seine Formel C,,H,, fiir den Kohlenwasserstoff. 

Wir haben die Addition von Jod an Lycopin unter den 
Bedingungen gepriift, die nach Willstatter und Mieg zum 
jodirmsten Derivat des Carotins fiihren. Lycopin wurde mit 
etwas Schwefelkohlenstoff und viel Ather gelést und nur mit 
einem Drittel seines Gewichtes an Jod in atherischer Lésung 
versetzt. Dennoch wies das Jodid, das in schlechter Ausbeute 
in Form dunkelgriiner, gallertartiger Flocken ausfiel, einen Jod- 
gehalt von 34—37°/o auf. Berechnet fiir C,,H,,J. 32 °/o. 

Mit Brom reagiert Lycopin unter starker Entbindung von 
Bromwasserstoff, aber zum Unterschied von Carotin nimmt es 
weit mehr Brom auf, als Bromwasserstoff austritt. 

Zuniichst fiarbt sich der Kohlenwasserstoff mit Spuren von 
Bromdampf lebhaft griin, dann lést er sich im Uberschu8 von 
Brom leicht auf. Diese Lésung entwickelt bald Bromwasser- 
stoff, niimlich etwa 12 Molekiile. Das nach dem Verjagen des 
Broms in harzigem Zustande hinterbleibende Bromid wird durch 
Erwiirmen mit wasserfreier Ameisensaure in eine fast weife, 
krystallinisch aussehende Masse verwandelt. Sie ist in Ameisen- 
siiure selbst beim Kochen unldslich, in Benzol sehr leicht loslich. 

Das Bromid beginnt bei ca. 148° unter Braéunung zu sintern 


und zersetzt sich bei ca. 174°. 
0,2435 g gaben 0,1642 g CO, und 0,0446 g H,0. 
0.2267 » » 0,4242 » AgBr (nach Carius). 


Berechnet fiir C,,H,,Br,, : Gefunden : 
C 18,44 18,41 °/o 
H 1,69°/o 2,05 °/o 
Br 79,87 °/o 79,56 9/0 


Zur Kenntnis des Carotins: 


Autoxydation. 


& Zur Priifung der Reinheit des fiir die Oxydationsversuche 
% angewandten Carotins, das wir aus Karotten dargestellt,!) und 


') Wir haben aus dem Mehl getrockneter Karotten durch Ausziehen 
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zum unmittelbaren Vergleiche mit Lycopin haben wir die folgen- 
den Bestimmungen ausgefiihrt. Sie bestatigen die Formel von 
Willstatter und Mieg. Das Priparat fiir die Elementaranalyse 
und die Untersuchung der Autoxydation war 3 mal mit Alkohol 
aus Schwefelkohlenstoff gefillt und einmal aus Petrolither 
umkrystallisiert. 

0,1156 g gaben 0,3785 g CO, und 0,1108 g H,0. 


Berechnet fiir C,H, : Gefunden : 
C 89,48 89,30 °/o 
H 10,52 °/o 10,72 °/o 


Molekulargewichitsbestimmung nach der Siedemethode 
in Schwefelkohlenstoff (Konstante 23,5). 


Siedepunktserhéhung 


I. In 14,5 g Schwefelkohlenstoff gaben 0,4725 g 0,147 ° 
Il. » 16,0 » » 0,38813 » 0,112° 
Ill. >» 15,4 > »  0,6578 » 0,199 ° 
Berechnet Gefunden: [. Il. Ul. 
Molekulargewicht: 536 520 500 506 


Wenn Carotin vollkommen rein ist, dann beginnt seine 
Autoxydation mit einer sehr geringen Geschwindigkeit, die sich 
zu einer sehr grofen steigert. Wir fanden z. B. im Strom von 
reinem Sauerstoff in den ersten fiinf Tagen eine Gewichtszunahme 
von 0,3 °/o, vom 15. bis zum 20. Tag eine Zunahme von 16°/o. 
Die Belichtung war ohne Einflu$. Bei der Sauerstoffaufnahme 
zeigt Carotin einen veilchenwurzelartigen Geruch, der friiher 
mit Unrecht dem reinen Kohlenwasserstoff zugeschrieben wurde. 

Bei Ausfiihrung des Oxydationsversuches im Exsikkator 
haben Willstatter und Mieg eine Zunahme von 34,3°/o 
beobachtet. Ebenso fanden wir beim Stehen an freier Luft 
oder in reinem Sauerstoff bei der Autoxydation bis zur Gewichts- 
konstanz, die 6fters erst in ein paar Monaten erreicht wurde, 
Zunahme um 34,00, 34,51, 35,28, 35,08°/o, némlich: 


mit Petrolather etwa 150 g Carotin dargestellt und manche Abbauver- 
suche damit ausgefiihrt; sie haben leider nur zu amorphen, noch hoch- 
molekularen Produkten gefiihrt. Die Angaben hieriitber enthalt die Pro- 
motionsarbeit von Heinr. H. Escher, Zur Kenntnis des Carotins und 
Lycopins (Ziirich, Polytechnikum, 1909). 
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0.2670 g nahmen zu um 0,0915 g 

0,1558 , » 

0.3946 » » 0188, 

0,5060 , « 
Diese Zunahme entspricht scheinbar der Addition von fast zwolf 
Atomen Sauerstoff, wofiir sich berechnet: 35,82 °/o. 

In wasserdampfgesittigtem Raum (bei gewohnlicher Tem- 
peratur) betrug die Gewichtszunahme 40,18, 40,87, 41,49 °/o 
von Carotin. Wurden die so erhaltenen, ein wenig sirupésen 
Oxydationsprodukte im Exsikkator getrocknet, so verloren sie 
Wasser und ergaben die oben angefiihrten Endwerte. Die Diffe- 
renz entspricht zwei Molekiilen Wasser, welche 6,7°/o von 
Carotin ausmachen. 

Das trockene Oxydationsprodukt des Carotins sollte 26 °/o 
Sauerstoff enthalten, wenn es einfach durch Addition von Sauer- 
stoff entstanden ware. Wir fanden indessen darin 29 °/o: bei dem 
feucht gewordenen und wieder getrockneten Praparat (II) 32 °/o. 
Hierdurch wird die Abspaltung von _ fliichtiger organischer 
Substanz angezeigt. 


I. (In trockenem Sauerstoff oxydiert) 
0.2140 g gaben 04941 g CO, und 0,1467 g H,0; 


Il. (In feuchtem Sauerstoff oxydiert und wieder getrocknet) 
0,1838 g gaben 0,4077 g CO, und 0,1202 g H,0. 


Gefunden: 
Il. 
2 C 62,97 60,50 
H = 7,67 7,32 


(0 29,36) (32,18) 


_ Verhalten von Carotin gegen Halogen. 
Carotintrijodid. Das jodairmste Additionsprodukt von 
Carotin erhalten wir den Angaben von Willstiatter 
und Mieg, wenn wir in atherischer Lisung auf Carotin ein 
Drittel seines Gewichtes Jod einwirken lassen. 
0,0875 g gaben 0,0535 g AgJ 
01093 >» » 0,0663 » » (nach Carius). 


Berechnet fiir C,,H,,J.: Gefunden: 
J 32,11 °%o 33,04, 32,78 °/o. 


AT 
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Mit demselben Verhiltnis der Komponenten entsteht hin- 
gegen unter andern LOsungsbedingungen die jodreichere Ver- 
bindung, welche Arnaud!) durch Eintragen von Jodkrystallen 
in die Benzinl6dsung des Carotins dargestellt hat. Wir gewan- 
nen sie in Benzollésung (I.), in Schwefelkohlenstoff (II., III.) 
und auch in Schwefelkohlenstoff-Ather ([V.) und zwar im dop- 
pelten Gewicht des angewandten Jods. Die Lésungen waren 
alle konzentrierter als die zur Darstellung des Dijodides dienende 
rein atherische Losung. 

Dem Jodid von Arnaud kommt wahrscheinlich die For- 
mel C,)H;,J, zu. Es krystallisiert in metallisch-glinzenden 
dunkelvioletten, wetzsteinformigen Blattchen dem Di- 
jodid, aber zum Unterschied von diesem scharf bei 136—137° 


schmelzend. 
I. 0,0758 g gaben 0,0600 g AgJ 
01448 » » O,0118 >» » 
lIf. 0.2227 » O,701 > » 


IV. 0,1438 » 0.1065 » » (nach Carius) 
Berechnet Gefunden : 
fir : I. I. Ill. IV. 

41,50 42,78 44,73 41,28  40,02°%%. 


Reaktion mit Brom. Die Krystalle von Carotin werden 
durch Spuren von Brom kantharidengriin gefirbt, in der Durch- 
sicht blau; in tiberschiissigem Brom lést sich der Kohlen- 
wasserstoff leicht, bald erfolgt Substitution. 

Zur Darstellung des Bromides tragt man 0,5 g zerriebenes 
Carotin in kleinen Portionen unter kriftigem Schiitteln in 16 g 
Brom von 0° ein, die sich in einem mit Chlorealecium ver- 
schlossenen Gefiéf befinden. Das Brom erwiirmt sich dabei; 
nach dem Eintragen lift man die gebildete Lésung bei Zimmer- 
temperatur stehen, wobei die Entwicklung von Bromwasser- 
stoff heftig wird. Nach der Beendigung der Reaktion wird die 
Fliissigkeit durch Glaswolle filtriert und mit wasserfreier Ameisen- 
sdure versetzt. Das dadurch zuerst teigig gefiallte Bromid wird 
beim Verreiben und Erhitzen mit der Ameisenséure zu einer 
spréden, weifen Masse, welche die Struktur von Krystall- 
fragmenten aufweist. 


') Compt. rend., Bd. CII, S. 1119 (1886). 
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Bei der Bromierung haben wir die Entbindung von ca. 
20 Molekiilen Bromwasserstoff ermittelt (20,4, 19,9, 20,1, 21,1, 
20,2 Mol.). Als wir die Reaktion in flachen Wigeglasern vor- 
nahmen und nach dem Bromieren und Verjagen des Broms 
die Produkte bis zur volligen Konstanz im Exsikkator stehen 
lieBen, betrug die Gewichtszunahme 305, 316, 302 und 307°/o 
des Carotins; fiir die Aufnahme von 22 Atomen Brom ist 
berechnet : — = 3240, 

536 

Wahrscheinlich sind zwanzig Wasserstoffatome  substi- 
tuiert und auferdem zwei Bromatome addiert worden, gemif 
der Formel C,,H,,Br,, des bromierten Carotins, mit der die 
Analysen im Einklang stehen. Das Praéparat A des Bromides 
ist anniihernd konstant, das Préaparat B im absoluten Vakuum 
zur vollkommenen Konstanz getrocknet worden, die sehr lang- 
sam erreicht wurde. 

Prap. A. L. 0,2298 ¢ gaben 0,1823 g CO, und 0,0408 g H,O 
Il. 00965 » » 01724 >» AgBr 


II. 0.2004 » » O0,B585 » 

IV. 0.1588 » » 0,2847 » » (nach Carius) 
Prip. V.0,2570 >» »  0,1975 » CO, und 0,0409 g H,O 

VI. 0.2215 » » >» » » 003860 > » 


VII. 01750 >» » 0,3169 » AgBr 
VIII. 0.1356 » 0.2464 »  » (nach Carius). 


Berechnet Gefunden: 

fir : I. II. Ill. IV. V. VI. 
C 21,10 2164 — — — 20,96 2119 — — 
H = 1,58 199 — — — 1.78 1,82 — — 
Br 77,32 — 76,02 76,12 7634 — — 77,06 77,32°%o 


Molekulargewichtsbestimmung nach der kryoskopischen 
Methode in Benzol (Konstante 50). 


I. In 10,5 g Benzol bewirkten 0,4922 g 0,120° Gefrierpunktserniedrigung 


Il. » 10,5» > > 0,9864 » 0,290° » 
Berechnet Gefunden: [. Il. 
Molekulargewicht: 2275 2040 2145 


Das Bromid besitzt keinen Schmelzpunkt, es zersetzt 
sich auf einmal bei ca. 171—174° unter Braunfiirbung und 
Aufblihen. Es lést sich spielend in Benzol und Schwefel- 
kohlenstoff, in Ather ziemlich leicht, in Alkohol und Petrol- 
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ather auch beim Kochen schwer: in Eisessig und in Ameisen- 
saure ist es unldslich. 

An Reduktionsmittel, z. B. Zinkstaub und Eisessig, sowie 
an Silberacetat wird nur ein Teil vom Brom abgegeben unter 
Bildung amorpher Produkte. 

Ein in Zusammensetzung mit Eigenschaften ganz ahn- 
liches sauerstoffreies Bromid, das indessen, nach dem abge- 
spaltenen Bromwasserstoff zu urteilen, eher der Formel C,,H,,Br,, 
entspricht, erhielten wir aus Xanthophyll (C,,H,,0,), das 
fiir diesen Versuch nach den Angaben von Willstiitter und 
Mieg aus griinen Bliittern isoliert worden ist. 

I. 0,2781 g ergaben 0,2155 g CO, und 0,0493 g H,O 
II. 0,2759 » > 0.2171 >» » >» O,0481 » 


Ill. 0,1857 » 0,3352 » AgBr 

IV. 0,2278 >» > 00,4121 > » (nach Carius). 
Berechnet Gefunden : 

fir Br..: I. Il. Il. IV. 
C 21,06 21,13 921,46 
H 1,75 1,98 1,95 
Br 77,19 — 76,82  76,98°/o 
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Beitrage zur Kenntnis der Harnsaurebildung. 
V. Mitteilung 


Von 
Assistenten Dr. G. Izar. 


(Aus dem Institute fiir spezielle Pathologie innerer Krankheiten der K. Universitat Pavia 
Professor M. Ascoli.) 


(Der Redaktion zugegangen am 24. November 1909.) 


In der zweiten!) Mitteilung wurde erwahnt, dab in den 
Versuchen, in denen bei Durchblutung von Hundeleber mit 
harnsiiurehaltigem arterialisiertem Blute Abnahme der Harn- 
siiure, bei Durchstr6mung von mit Kohlenséure gesattigtem 
Blute hingegen Wiederbildung der zerstérten Harnséure beob- 
achtet wurde, die Reaktion des Blutes am Ende der I. Durch- 
blutungsperiode alkalisch, am Ende der II. Periode schwach 
sauer sich erwies. 

Folgende weitere Versuche wurden angestellt, um zu er- 
mitteln, ob bei Anderung der Reaktion Wiederbildung zerstérter 
Harnsiiure auch bei Durchleitung von arterialisiertem Blute 
stattfindet. 

Diese Frage wird durch Versuch I, Il verneint: bei An- 
wesenheit von Sauerstoff findet Wiederbildung zer- 
stérter Harns&ure, auch bei saurer Reaktion, nicht 
statt: die Zerstdrung schreitet weiter fort. ?) 


Technik: Die Versuchsanordnung wich von der in der II. Mit- 
teilung*) gewiihlten darin ab, daf$ in der 2. Circulationsperiode die 


') Bezzola, lzar, Preti, Diese Zeitschrift, Bd. LXII, S. 229. 

?) Dabei setzt aber, wie schon Wiener (Hofmeisters Beitrige, 
Bd. IX) und Burian u. Schurr (Diese Zeitschrift, Bd. XLII) beobachtet 
haben, die saure Reaktion die Uricolyse betrachtlich herab. 
3) Diese Zeitschrift, Bd. LXII, S. 229. 
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Sattigung mit CO, ausblieb und das Blut mit n-'/s0-Gaérungsmilchsiure 
schwach angesiuert wurde. Zu diesem Zwecke wurde jedesmal in kleinen 
Proben derselben Blutmischung die Milchséuremenge ermittelt, welche 
ihr noch deutlich saure Reaktion (Lackmus) erteilte, ohne innerhalb2 Stunden 
im Brutschrank (37°) Haimolyse zu bewirken; am Anfang der 2. Circula- 
tionsperiode wurde dann der Gesamtfliissigkeit die entsprechend berechnete 
Menge Milchsaure hinzugesetzt und von Zeit zu Zeit die Reaktion kontrolliert. 


Versuch 


Defibriniertes Rinderblut . 980 cem 

Ringersche Lésung. 1780» 

-+ ca. 2 g harnsaures Na in Lithiumcarbonatlésung (1:90) 240 » 
Vor dor Circulation Harnsaure') 1651 mg 


Nach der 1. Circulationsperiode durch Hundeleber, *) 777 
Dauer 1 St. 20 Min. 827 » 


Nach der 2. Circulationsperiode, *) . 572 » 


Dauer 1 St. 30 Min. 572 » 
Versuch II. 

Defibriniertes 1200 ccm 

-+ ca. 2 g harnsaures Na in Lithiumearbonatlésung (1:90) 250 » 
Nach der 1. Circulationsperiode durch Hundeleber, ?) , 1101 » 

Dauer 1 St. 15 Min. 1127 » 
Nach der 2. Circulationsperiode, *) 7 f 71 >» 
Dauer 1 St. 40 Min. | 890 » 


Der Frage, welchen EinfluB auf die Riickbildung zerstorter 
Harnsiiure verschiedene Siiure- resp. Alkalinitétsgrade ausiben, 
sind die Versuche III—VII gewidmet. Da im kiinstlichen Durch- 
blutungsversuche gleichzeitige Parallelproben nicht ausfiihrbar 
sind, wurden diese Versuche in vitro angestellt. Die Versuchs- 
anordnung und Technik blieb die in den friiheren Mitteilungen 


herangezogene. *) 


‘) Immer berechnet auf die Gesamtfliissigkeit. 

2) Am Ende der 1. Versuchsperiode erwies sich die Reaktion des 
zur Durchblutung benutzten Blutes alkalisch; am Ende der 2. Periode 
reagierte die Fliissigkeit deutlich sauer. 

Mit 500 ccm n-‘/so-Milchsdurelésung angesduert. 

*) I. und III. Mitteilung:; Diese Zeitschrift, Bd. LVI[II—LXII. 


. 
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Versuch III. 


Kolatur aus 200 g Rinderleberbrei + 900 ccm NaCl-Lisung; Zusatz 
von 1,79 g U.*) 3tagige Autolyse unter Luftdurchleitung; *) darauf Ver- 
teilung in vier gleiche Portionen: 


U m 

A. Sofort koaguliert ++. ergibt 170 
B. Mit n-tho-Milchsiuree .. 

lésung neutralisiert Zs . schwach sauer. » 

C. Ohne Zusaiz. alkalisch > 2093 
D. Mit 3 Bs 

lésung angesiuert. . sauer .. . » 2010 


Versuch IV. 


Kolatur aus 200 g Rinderleberbrei + 900 ccm NaCl-Lésung ; Zusaiz 
von 1,65 g U.') 3t&gige Autolyse unter Luftdurchleitung ; *) darauf Ver- 
teilung in vier gleiche Portionen: 


U mg 

A. Sofort koaguliert ....... -ergibt 49,0 

lésung neutralisiert . Samer... 8120 

C. Ohne Zusatz. schwach alkalisch »  247,0 
D. Mit n-'/10-Milchsiure- = 

Versuch V. 


Kolatur aus 500 g Rinderleberbrei ++ 1800 ccm NaCl-Liésung; Zusatz 
von 3,6 g U; 3tagige Autolyse unter Luftdurchleitung;*) darauf Ver- 
teilung in sieben gleiche Portionen: 


‘) Der Zusatz erfolgte folgendermafen: ca. 3 g (oder mehr) harn- 
saures Na wurden in 30 ccm (oder entsprechend mehr) "/:-NaOH unter 
Erwirmen gelést; Auffiillung auf 300 ccm mit aq. dest. ; Filtration; 250ccm 
der Lésung wurden zur Kolatur hinzugesetzt; in 25 ccm wurde der 
U-Gehalt bestimmt. 

*) Zu Ende dieses Zeitraums reagierte die Fliissigkeit alkalisch. 

°) Alle 12 Stunden ein CO,-Strom aus einer Bombe durchgeleitet. 

*) Am Ende dieser Periode reagierte die Fliissigkeit alkalisch; 300 ccm 
erfordert zur Neutralisierung 5.5 ccm n-*/10-H,SO, = n-'/s45-H,SO,. 
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U mg 
B. + 10ccm n-'/10-NaQOH . =~ alkalisch = n-'/s13-H,SO, 198.2 
C. - 5,5 cem n-"/10- 
siiurelésung mt Sesauer >» 187,3 
D. + 15,5cem n-'/10-Milch- 5O = 
siurelésung x sauer » 174,0 
E. WieBbehandelt. .( 2% 227; alkalisch = n-thon-H,SO, » 249.9 
F. » C > 2m sauer = n-‘/ss-NaOH » 240,0 
G. » D > Pig sauer = n-'1e2-NaOH » 2270 
~ 


Versuch VI. 


Kolatur aus 500 g Rinderleberbrei -+- 2000 ccm NaCl-Lésung; Zu- 
satz von 3,6 g U. 8tiagige Autolyse unter Luftdurchleitung. Am Ende 
dieses Zeitraums reagierte die Fliissigkeit schwach sauer. Neutralisation 
mit n-'/:00-NaOH-Lésung; darauf Verteilung in acht gleiche Portionen: 


U mg 
C. + Milchsaure 0,019 » 267,25 
NaOH | -3= 2° alkalisch = » 323,75 
a + > 0,1/o > =e n-te-H,SO, » 105,25 
H. 10% >» ==n-s5-H,SO, » 98,25 


Versuch VII. 


Kolatur aus 500 g Rinderleberbrei + 2,5 1 NaCl-Lésung; Zusatz 
von 3,47 g U. 3tagige Autolyse unter Luftdurchleitung. Am Ende dieses 
Zeitraums reagierte die Fliissigkeit schwach alkalisch. Neutralisation 
mit n-1/100-Milchsdurelésung ; darauf Verteilung in neun gleiche Portionen: 


1) Die Aciditaét resp. Alkalinitét wurde in 300 ccm der Fliissigkeit 
mit n-'/1o-NaOH resp. H,SO, titriert (Lackmus); der Aciditits- resp. Al- 
kalinitaétsgrad ist in "1-NaOH resp. "/1-H,SO, ausgedriickt. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXIV. 
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U mg 
A. Sofort koaguliert . ergibt 19,33 
B. 10 2 sauer =n-'/so01-NaOH » 301,33 
C.+ 10 » n-'/s- > =n-'/ize- » » 258,22 
E.+10 » > > » 2440 
F.+10 >» = alkalisch=n-'/s12-H,SO, » 300,00 
G. 10 » NaOH-]* > 244,92 
H.+ 10 n--(Lssung]S = > 13,22 
I-10 > >» ==n-Yos- >» » 20,8 


Aus den mitgeteilten Befunden ergibt sich folgendes: 

Die Riickbildung zerstérter Harnsdure findet so- 
wohl bei alkalischer als bei saurer Reaktion statt 
und wird durch Zusatz kleiner Mengen von Alkalien 
oder Séuren (NaOH, Milchsiure) nicht beeinfluBt. 

GréoBere Mengen derselben Alkalien oder Séuren 
verzOgern resp. heben die Ritickbildung auf. 

Die Hemmung durch Alkalien findet schon bei 
geringerem Zusatz statt, als es fiir Sduren der 
Fall ist. 

Anmerkung: Im Laufe unserer nunmehr sehr zahlreichen 
Versuche blieb die U-Riickbildung dreimal aus. In zweien dieser 
Fiille entfalteten die Leberausziige auch keine Uricolyse. Auf die 
Ursache dieses Ausbleibens werden wir zuriickkommen. 
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Die Alkalescenz des Speichels. 
Von 
Ragnar Berg. 


(Aus dem physiol.-chem. Laboratorium in Dr. Lahmanns Sanatoruim 
auf WeiGer Hirsch, Dresden.) 


(Der Redaktion zugegangen am 29. November 1909.) 


Unter dem Titel «Uber Speichelbeschaffenheit und Zahnverderbnis » 
haben H. van der Molen und J. Offringa') eine Kritik der Arbeiten 
von Hofrat Dr. Rése iiber denselben Gegenstand verdffentlicht. Sie 
kommen zu dem Resultat, dafi die fiir ROses Arbeiten grundlegende 
Methode der Bestimmung der Speichelalkalescenz unter Verwendung eines 
neutralen Lackmuspapieres schon theoretisch vollstandig falsch und daf 
deshalb alle Schliisse, die dieser Verfasser darauf baut, irrtiimlich seien. 

Da ich als verantwortlich fiir die chemischen Arbeitsmethoden 
Roéses zeichnen muf, hiitte ich eigentlich gleich antworten miissen; mir 
fehlte jedoch die Zeit, und ich fand den Gegenstand ohnedies so klar, 
dafs ich eine Erwiderung fiir iiberfliissig hielt. Gelegentlich einer anderen 
Arbeit mufte ich mich jedoch wieder mit der Frage beschiaftigen und 
méchte deshalb jetzt folgende kleine Versuchsserie vorlegen. 

Die Verfasser heben hervor, dafs der Speichel als eine schwache 
Basen enthaltende Liésung nicht mit dem mehr indifferenten Lackmus, 
sondern mit dem stark sauren Methylorange titriert werden sollte, und 
dies um so mehr, da Speichel auch Kohlensiiure enthalt, die gegeniiber 
Lackmus wie eine schwache Siure reagiert. 

Um die Frage nach dem am meisten geeigneten Indikator zu be- 
antworten, mu®B man sich erst klar machen, was im Speichel vorhanden 
sein kann. Von solchen Stoffen, die hier in Frage kommen, sind nach- 
gewiesen worden: Salze organischer Sduren, Phosphate, Bicarbonate und 
organische Basen. Fiir vorliegenden Zweck (Alkalescenz des Speichels 
als Schutz gegen cariesbildende Saiuren, also Milchséure) kommen selbst- 
verstindlich nur die Bicarbonate und die organischen Basen in Betracht; 
der beste Indikator wird also der sein, der am meisten von diesen 
Stoffen, am wenigsten andere Stoffe mitzutitrieren erlaubt. Gegeniber 
Lackmus reagieren beim Kochen (mit Lackmustinktur als Indikator) oder 
beim Verdunsten der Trépfchen (bei der Tiipfelprobe) trotz Offringa 
und van der Molen Bicarbonate, freie organische Basen, ‘/s der Di- 
und '/2 der Triphosphate als freie Basen, wahrend bei der Verwendung 


') Biochemische Zeitschr. 1909, Bd. XV, S. 380. 
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von Methylorange als Indikator die Bicarbonate, die organischen Basen, 
7/3 der Tri- und ‘2 der Diphosphate sowie alle Salze organischer Séuren 
mit anorganischen Basen als freie Basen bestimmt werden. Lackmus 
reagiert zwar nicht mit Anilin, wohl aber mit den meisten sonst be- 
kannten, natiirlichen organischen Basen, wihrend Methylorange trotz 
seiner stark sauren Eigenschaften mit vielen der schwachen Basen nicht 
reagiert. Schon theoretisch kann also nur das Lackmus, nicht 
aber Methylorange in Frage kommen. 

Was die praktische Seite der Frage betrifft, so veréffentlichen 
van der Molen und Offringa vergleichende Titrationen von zwei 
Speichelproben unter Anwendung von Lackmuspapier und Methylorange 
als Indikaloren. Sie titrierten in 5 ccm Speichel bei 


mit Lackmuspapier: mit Methylorange: 
Probe A 0,6—0,9 ccm 1,1 ccm 
» B 0,4—0,7 » 10 » 


und folgern daraus, daf\ Methylorange besser sei. Gleichzeitig geben sie 
an, dafs die Titration infolge Undeutlichwerden des Farbenumschlages 
nicht bei kiinstlichem Licht ausgefiihrt werden kann. Hieraus muf, man 
schon entnehmen, daf die Verfasser nur geringe Ubung in dieser Titration 
besitzen miissen: ich habe Tausende Titrationen mit Methylorange bei 
Licht ausgefiihrt. Wahrscheinlich haben die Verfasser eine viel zu grofe 
Indikatormenge angewandt: fiir 5 ccm Speichel hitten sie héchstens einen 
einzigen Tropfen einer Lésung 1: 1000 verwenden diirfen, damit sie 
einen scharfen und klaren Farbenumschlag erhielten. Auferdem ist 
Methylorange eben eine so starke Saéure, dafi sie bei der Titration von 
derart geringen Mengen schon deshalb unbrauchbar wird, wenn man nicht 
die zum Farbenumschlag der benutzten Indikatormenge ndétige Menge 
Alkali besonders bestimmt. 

Weiter aber hitten die Verfasser gemafs obigen theoretischen Aus- 
fihrungen nachpriifen miissen, ob sie nicht in dem schon mit Hilfe von 
Lackmuspapier neutralisierten Speichel unter Verwendung von Methyl- 
orange hitten weiter titrieren kinnen. Nach ihren eigenen Anschauungen 
miifte das méglich sein, und zwar hiatten sie in Probe A noch 0,2—0,5 ccm, 
in B noch 0,3—0,6 cem "/10-HCl gebrauchen miissen, um die Zahlen der 
zweiten Versuchsserie zu erreichen. Schade, dafi die Verfasser dies 
unterliefen; sie hiatten dann gefunden, sie noch weit mehr Sdure 
zur Neutralisation verbraucht hatten, d. h. daf’ man mit Lackmus, nachher 
mit Methylorange als Indikator mehr Sadure zur Neutralisation gebraucht, 
als bei ausschlieMlicher Verwendung von Methylorange — weil eben mit 
Methylorange aufer den Basen noch die organischen Salze als freie 
Basen mittitriert werden, anderseits durch Lackmus mehr organische 
Basen als mit Methylorange erkannt werden kénnen! 

Als drastisches Beispiel diene folgende Versuchsserie: 

140 ccm Speichel wurden mit 14 ccm 8°%/oiger Kochsalzlésung 
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zwecks besserer Homogenisierung versetzt und sorgfaltig gemischt, worauf 
gleich die nétigen Mengen abgemessen wurden. 

1. 25 ccm wurden mit neutraler Lackmuslésung und ®/10-HC] lege 
artis titriert: verbraucht 2,83 ccm /10-HC], entsprechend 11,32 ccm 
n/yo-HCl fiir 100 ccm Speichelgemisch oder 

12,452 ccm ®/:0-HCl fiir 100 cem Speichel. 


2. 25 ccm wurden mit neutralem Lackmuspapier lege artis titriert: 
verbraucht 2,83 ccm "/10-HCl, entsprechend 11,32 ccm ‘fiir 100 ccm Ge- 
misch oder 

12,452 ccm ®/10-HC] fiir 100 cem Speichel. 

3. Probe 2 wurde dann mit 1 Tropfen Methylorangelisung 1: 1000 
versetzt und mit :0o-HCl zu Ende titriert. Verbrauch = 1,96 ccm 
n/so-HCl, entsprechend 7,84 ccm "/10-HCI fiir 100 cem Gemisch oder 

8,624 ccm /:0-HCl fiir 100 ccm Speichel. 

4. Zusammen wurde also beim Benutzen erst von Lackmus, dann 
von Methylorange als Indikator verbraucht: 

21,076 ccm "/:1o-HCl fiir 100 ccm Speichel. 


5. 25 ccm Speichelgemisch wurden direkt mit 1 Tropfen Methyl- 
orangelésung versetzt und titriert. Verbrauch = 3,80 ccm "10-HCl, ent- 
sprechend 15,20 ccm fiir 100 ccm Gemisch oder 

16,752 ccm ®/:0-HC) fiir 100 ccm Speichel. 

6,25 ccm Speichelgemisch wurden auf dem Wasserbad verdunstet 
und vorsichtig tiber einer Spiritusflamme verascht. Die Asche wurde mit 
etwas heifiem Wasser ausgelaugt, die Lisung durch ein kleines Filter 
(Aschengehalt 0,00004 g) gegossen, das Ungeléste durch Zusatz von 1 ccm 
n/ro-HCl in Lésung gebracht, ebenfalls durch das Filter gegossen, dieses 
dann verascht und die Asche zur Lésung gegeben. Nachdem alles bis 
auf etwas Kieselsiure aus dem Filter gelést war, wurde die Liésung mit 
Lackmus versetzt und mit "/:o-HCl zu Ende titriert. Es wurden 1,0 +- 
1,51 ccm ®/10-HC] verbraucht, entsprechend 10,04 ccm fiir 100 ccm Speichel- 
gemisch oder 

11,044 ccm "/10-HCl fiir die Asche aus 100 ccm Speichel. 

7. 25 ccm Speichelgemisch wurden genau wie in 6, behandelt, 
aber unter Verwendung von Methylorange als Indikator titriert. Ks 
wurden 1,00 + 1,66 ccm ®/:0-HCl verbraucht, entsprechend 10,64 ccm fiir 
100 cem Gemisch oder 

11,704 ccm "/10-HCl fiir die Asche aus 100 ccm Speichel. 


8. In 25 ccm Speichel wurde nach Ansiuern mit Essigséure die 
praformierte Schwefelsiure mit Baryumchlorid gefallt, der Niederschlag 
abfiltriert und mit siedender, verdiinnter Salzsiure ausgewaschen, wonach 
die Filtrate verdampft und wie oben verascht wurden. In der Asche 
wurde die aus organischem Schwefel stammende Schwefelsiéure als 
Baryumsulfat bestimmt: 0,0007 g BaSO, = 0,00024 g SO,, entsprechend 
0,96 mg SO, aus 100 ccm Gemisch oder 1,056 mg SO, aus 100 ccm 
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Speichel. Diese verlangen in der Asche auf Kosten der Carbonate 
Alkalien zur Neutralisation, und zwar entsprechend 
0,264 ccm ®/10-HCl] in der Asche aus 100 ccm Speichel. 


Beim Veraschen haben wir folgende Umsetzungen zu erwarten: 
Die organischen Basen werden vollig zerstért. Aus dem organischen 
Schwefel wird etwas Schwefelsdure entstehen, die unter Austreibung der 
Kohlenséure mit den Carbonaten Sulfate bildet. Die Diphosphate gehen 
ebenfalls auf Kosten der Carbonate in Triphosphate iiber. Aus den 
Bicarbonaten entstehen Carbonate, ebenso geben die Salze organischer 
Sauren Carbonate, 

Da alle anderen Aschenbestandteile sich gegeniiber Lackmus und 
Methylorange gleich verhalten, wird eine Differenz bei der Aschentitration 
nur von den Phosphaten herrithren. Aus 6. und 7. kénnen wir also die 
Menge der in der Asche vorhandenen Triphosphate berechnen: 

73x — ‘ex = 11,704 — 11,044 = 0,66; 
x= 

Die Phosphate entsprechen also 3,96 ccm 4/10-HCI, bei der Titration 
mil Lackmus erfordern sie 1,98 ccm, bei Verwendung von Methylorange 
2,64 ccm 

Die entsprechenden Diphosphate im Speichel erfordern also mit 
Lackmus 1,320 ccm, mit Methylorange 1,980 ccm /10-HCI. 

Beim Veraschen wird demnach durch den Ubergang der Diphosphate 
in Triphosphate gegeniiber Lackmus und Methylorange ebensoviel, néim- 
lich 0,66 ccm ®/10-Alkali gebunden. 


Die Asche erfordert also: 


Bei Methylorange Bei Lackmus 

Fiir Phosphate 2,640 1,980 
» Carbonate 9,064 7 9,064 
11,704 ccm 11,044 ccm 


Hierzu kommt noch organischer Schwefel 0,264 » 
11,968 ccm 


Zieht man diese aus den im Speichel urspriinglich vorhandenen 
Salzen organischer Siuren, den Carbonaten und Phosphaten stammende 
Alkalescenz von der bei der Titration mit Methylorange (5.) direkt im 
Speichel erhaltenen ab, so erhilt man die Alkalescenz der durch 
Methylorange erkannten organischen Basen; sie entspricht: 

16,752 


Zieht man die bei der Titration mit Methylorange allein erhaltene 
von der mittels Lackmus und Methylorange titrierten Alkalescenz ab, so 
erhilt man die Alkalescenz der nur durch Lackmus erkannten 
organischen Basen; sie entspricht: 


4 
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21,076 
— 16,752 
4,324 ccm "/10-HCI, 
und die Gesamtmenge der Basen entspricht: 
4,784 
9,108 ccm 4/10-HCl, 


wovon mittels Methylorange fast nur die Halfte gefunden 
werden kann. 


Daf anderseits tatsiichlichder gesamte Gehalt des Speichels 
an tberhaupt durch Titration erkennbaren, freien organischen 
Basen mittels Lackmus als Indikator titriert worden ist, geht 
aus folgender Uberlegung hervor: 


Wir kennen jetzt den Gehalt an organischen Basen und an Phos- 
phaten; unbekannt ist der Gehalt an urspriinglich vorhandenen Bicarbo- 
naten und an Salzen organischer Séuren. Berechnen wir die aus Bi- 
carbonaten stammende Alkalescenz als die Differenz zwischen der mittels 
Lackmus titrierten und der aus organischen Basen ~+- Phosphaten stam- 
menden Alkalescenz und ziehen dann die durch die mittels Methylorange 
erkannten organischen Basen, durch Phosphate und Carbonate ver- 
ursachte Alkalescenz von der mittels Methylorange ermittelten ab, so 
stellt die Differenz die durch Salze organischer Séuren verursachte 
Alkalescenz dar. Diese muf, wenn im Speichel keine nicht durch Lackmus, 
sondern nur durch Methylorange erkennbare organische Basen vorhanden 
sind, mit der aus der Asche mittels Methylorange titrierten und mit der 
Phosphatdifferenz und der durch organischen, zu Schwefelsiure ver- 
brannten Schwefel vergréferten, mit den aus Bicarbonaten stammenden 
Alkalescenz verminderten Carbonatalkalescenz iibereinstimmen. Stimmen 
diese beiden iiberein, so hat man gleichzeitig die Gewifheit, dah der 
berechnete Gehalt an Salzen organischer Saéuren und Bicarbonaten richtig 
ist und dafs keine nur durch Methylorange titrierbare organische Basen 
vorhanden sein kénnen. 


Mittels Lackmus wurden ltitriert . ... .. . . . 12,452 ccm "/10-HC] 


Gesamtgehalt an organischen Basen . . 9,108 
Phosphate ..... + 1,320 = 10,428 


Durch Bicarbonate hervorgerufene Alkalescenz 2.024 cem n/to-HCl 


Mittels Methylorange wurden im Speichel titriert . . 16,750 ccm "/10-HC] 


> > litrierte Basen. . . 4,784 
Phosphate ....... 21,980 = 8788 > 


Durch Salze organischer Siiuren hervor- 
gerufene Alkalescenz....... . 4,962ccm "/10-HCI 
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Mittels Methylorange wurden in der Asche aus Carbonaten stammende 
Alkalescenz gefunden. ....... . . 9,064ccm "/10-HCl 


Dazu kommt Phosphatdifferenz......... . . 0,660 » > 
Durch organischen Schwefel neutralisiert .... . .0,264 » > 
Also mit Methylorange gefundene Carbonatalkalescenz 9,988 ccm ®/10-HCl 
Aus Bicarbonaten stammende Alkalescenz. ... . . 2,024 » > 
Event. aus Salzen organ. Séuren stammende Alkalescenz 7,964 ccm /10-HCl 
Oben wurde dafiir berechnet. . . ....... +. 7,962 » 


Differenz. . . . 0,002 ccm ®/10-HC) 
Die kleine Differenz stammt von Umrechnungsdifferenzen; also 
kommen im Speichel keine nur durch Methylorange, wohl aber 
nur durch Lackmus nachweisbare organische Basen vor. 
Fassen wir die Resultate zusammen: 
1. Die Alkalescenz des vorliegenden Speichels setzt sich zu- 


sammen aus: 


Methylorange Lackmus 
Freien organischen Basen. . 4,784 ccm ®/10-HC] 9,108 cem ®/10-HCl 
Bicarbonaten ....... 2,024 » > 2,024 » > 
Phosphaten ........ 1,980 » 1,320 » > 
Salzen organischer Saéuren 7,962 » » 0 > 


Zusammen. . . 16,750 ccm 0-HC] 12,452 ccm ®10-HCl 

2. Nur etwa die Halfte der vorhandenen organischen Basen laft 
sich mit Methylorange titrieren. 

3. Die im Speichel enthaltenen Basen reagieren alle mit Lackmus. 

4. Von der bei der Benutzung von Methylorange als Indikator ge- 
fundenen Alkalescenz sind fast 70°/o als Schutz fiir die Zaihne wertlos. 

5. Von der bei der Benutzung von Lackmus als Indikator gefundenen 
Alkalescenz sind nur etwa 10°/o als Schutz gegen Caries unbrauchbar. 

6. Die Werte, die bei der Benutzung von Methylorange erhalten 
werden, sind also fiir die Beurteilung der Schutzkrafte des Speichels 
gegeniiber cariesbildenden Séuren vollstaéndig unbrauchbar. 

7. Die Werte, die bei der Benutzung von Lackmus erhalten werden, 
geben ein fast absolut richtiges Bild tiber die Schutzkrafte des Speichels 
gegeniiber cariesbildenden Séuren. 

8. Die chemisch-experimentellen Grundlagen von Roses 
Arbeit sind vollkommen richtig. 

9. Die Speichelalkalescenz wird etwa zu ‘/:0 durch Diphosphate, 
zu */19 durch Bicarbonate und zu ‘/:o0 durch organische Basen verursacht. 

Die sonst von van der Molen und Offringa geauferten theore- 
lischen Bedenken gegen Rises Arbeitsweise, die sich auf die physio- 
logische Seite der Untersuchungen beziehen, sind genau so wertlos, wie 
die eben verhandelten; vielleicht werde ich in einer anderen Arbeit 
darauf zuriickkommen, 
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Zur Abwehr. 


Von 
O. Schumm. 


(Der Redaktion zugegangen am 7. Dezember 1909.) 


Die im 4. Heft von Bd. LXIII dieser Zeitschrift erschienene Ab- 
handlung von Prof. Dr. K. Birker enthalt eine Fufnotiz, in der Herr 
Prof. Dr. Biirker mir vorwirft, ich habe in meiner in dieser Zeitschrift, 
Bd. LIX, Heft 1, erschienenen kurzen Mitteilung <Ein neues Bunsen- 
Spektroskop fiir die genauere Untersuchung der Absorptionsspektra von 
Fliissigkeiten» unterlassen zu erwahnen, dafs ich beziiglich der Benutzung 
des «Albrechtschen Glaskérpers»') zu «vergleichend spektroskopischen» 
Zwecken in ihm <einen Vorginger» gehabt habe. Herr Prof. Dr. Biirker 
ist schon deshalb nicht berechtigt, einen derartigen Vorwurf zu erheben, 
weil er selbst es unterlassen hat, klar zum Ausdruck zu bringen, dah 
er schon vor langer Zeit einen «Vorginger» gehabt hat,*) der fiir den 
«Albrechtschen Glaskérper> eine Anwendungsweise vorgeschlagen hat, 
die sich «im wesentlichen» mit der von Herrn Prof. Dr. Biirker bei 
seinem Spektroskop benutzten Anwendungsweise deckt!*) — Meine von 
Herrn Prof. Dr. Biirker angefiihrte kurze Veréffentlichung hatte zudem 
den Charakter einer vorlaufigen Mitteilung, was schon daraus erhellt, daf 
in einer Fufnote dieser Mitteilung auf eine «genauere Beschreibung des 
ganzen Apparates» an anderer Stelle hingewiesen wird. Die ausfiihrliche 
Beschreibung meines Apparates ist auch erfolgt.*) Als Herr Prof. Dr. Biirker 
sich seinerzeit brieflich bei mir beklagte, war schon derjenige Teil meines 
inzwischen erschienenen Buches «<Klinische Spektroskopie» als Probe- 
druck fertig, in dem Herrn Prof. Dr. Birkers Spektroskop von mir genau 
besprochen worden ist, sodafs ich ihm die betreffenden Teile des Probe- 
drucks zusenden konnte! Dariiber schweigt Herr Prof. Dr. Biirker. — 
Daf ich nicht die Absicht hatte, Herrn Prof. Dr. Biirkers Verdienst zu 
ignorieren, geht daraus hervor, dafs in meinem Buche an der Stelle, wo 
meine Apparatkonstruktion besprochen wird, nochmals auf Herrn 
Prof. Dr. Biirkers Spektroskop hingewiesen worden ist. Das alles war, 


1) Auch «Hiifners Rhombus» genannt. 

*) Vgl. Kriiss, Kolorimetrie und quantitative Spektralanalyse, Ham- 
burg und Leipzig, bei L. Voss. 

5) Ich vermag wenigsiens keinen «wesentlichen» Unterschied darin 
zu erblicken, wenn man Hiifners Rhombus einerseits zum Vergleich 
zweier verschieden dicker Schichten der gleichen Fliissigkeiten, ander- 
seits zum Vergleich zweier verschiedener Fliissigkeiten benutzt! 

*) O. Schumm, Klinische Spektroskopie, Jena, bei Gustav Fischer. 
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wie Herr Prof. Dr. Biirker weif, gedruckt, ehe er sich brieflich mit 
seinem Anliegen an mich wandte! 

Herr Prof. Dr. Biirker sucht mich nun dadurch zu verdichtigen, 
daf\ er berichtet, ich habe mir eine Mitteilung tiber sein Spektroskop von 
Herrn Universitétsmechanikus Albrecht schicken lassen. — 

In der Tat habe ich, da ich erfahren hatte, daf ein neues Spektroskop 
in Tubingen in Gebrauch sein sollte, den bekannten Tiibinger Universitats- 
mechanikus Herrn Albrecht um einen Prospekt mit Preisangabe des 
Instruments gebeten. — Herr Prof. Dr. Biirker halt es nun fir selbst- 
verstandlich, dafs die mir von Herrn Albrecht zugesandte Mitteilung mir 
erst die mir schon bekannten Anwendungsméglichkeiten des Hiifnerschen 
Rhombus aufgedeckt habe. In Wirklichkeit habe ich nun meine samt- 
lichen spektroskopischen Arbeiten und speziell auch die Konstruktion 
meiner Vergleichsvorrichtung unabhangig von Herrn Prof. Dr. Biirker 
ausgefiihrt, der mir bis dahin auch unbekannt war. — Die Konstruktion 
meiner Vergleichsvorrichtung hat sich mir in logischer Entwicklung aus 
dem Studium jener seit langem bekannten, mit dem Hifnerschen 
Rhombus versehenen Apparate zur Spektrophotometrie und quantitaliven 
Spektralanalyse ergeben. Herr Prof. Dr. Birker irrt in der Annahme, 
dafs sein Apparat ein notwendiges Glied in der Entwicklung sei, — 

Dariiber, was an meinem Apparate das «Wesentliche» ist, laft 
sich ernsthaft nicht disputieren. Keinenfalls ist der «Hiifnersche 
Rhombus» der einzige wesentliche Bestandteil meiner Vergleichs- 
vorrichtung, denn nach Fortnahme eines zweiten wesentlichen Be- 
standteils, des rechtwinkligen Reflexionsprismas, funktioniert sie eben 
nicht mehr. Selbst wenn ich, entgegen der tatsachlichen Entwicklung, 
erst durch Kenntnisnahme von Herrn Prof. Dr. Birkers Spektroskop 
auf die Konstruktion meiner Vergleichsvorrichtung gefiihrt worden wire, 
so wiirde darum der Wert meiner Arbeit derselbe bleiben, denn Herr 
Prof. Dr. Biirker hat mir selbst geschrieben: «[mmerhin ist Ihre feste 
Verkniipfung des Glaskérpers mit dem Reflexionsprisma eine neue Kon- 
struktion.» 

Ich mufs aber das Recht fiir mich in Anspruch nehmen, eine von 
mir selbstiindig erdachte «neue Konstruktion» eines wissenschaftlichen 
Apparates, deren Neuheit selbst von Herrn Prof. Dr. Biirker zu- 
gegeben wird, in einer Form zu ver@ffentlichen, die ich der Sachlage 
nach fiir angemessen halte, gleichgiiltig, ob ich von Herrn Albrecht, dem 
Fabrikanten des Biirkerschen Spektroskopes, einmal einen Prospekt er- 
beten habe oder nicht. Selbstverstiindlich bitte ich jede Firma, von der 
ich weif, daf\ sie optisch-wissenschaftliche Apparate baut, um einen 
Katalog oder Prospekt, falls ich erfahre, dafi sie etwas Neues fabriziert. 
Ich sehe darin nichts Unpassendes, da ich meine Neukonstruktionen in 
-keiner Weise geschaftlich verwerte. 

5. XII. 09. 
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Berichtigung. 


Band LXIII, Seite 304 Anm. 1 und 8S. 306 Anm. 2 lies 
S. 301 statt S. 81. 
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Uber einige Verbindungen des Histidins. 


Von 
Herm. Pauly. 


(Der Redaktion zugegangen am 12. Dezember 1909.) 


Bei der Leichtloslichkeit des Histidins in Wasser kann es 
unter Umstianden erwiinscht sein, Derivate desselben zu haben, in 
denen Wasserstoff der Aminogruppe des Alaninrestes durch einen 
Schwerloslichkeit der Verbindung bewirkenden Acylrest ersetzt 
ist, wahrend der Imidazolkern frei bleibt, und die somit leicht 
zu isolieren sind. Diese Eigenschaft trifft von den wenigen bis- 
her bekannten Acylhistidinen nicht zu auf das von E. Fischer 
und Cone?) beschriebene Formylhistidin und auch Frankel?) 
bedarf zur Isolierung des von ihm dargestellten, in Wasser 
angeblich unldslichen Benzoylhistidins der Quecksilberfiillung. 

Leicht laBt sich dagegen das p-Nitrobenzoylhistidin 
aus nicht zu verdiinnten Lisungen abscheiden, da es wenigstens 
in kaltem Wasser sich durch ziemlich grobe Schwerlislichkeit 
auszeichnet. 

Zu seiner Darstellung tropft man unter lebhaftem Um- 
riihren mit einem Wittschen Rihrer und gleichzeitiger Kiihlung 
durch eine Kaltemischung zu einer Lésung von 10 g Histidin- 
monohydrochlorid in 25 ccm Wasser im Verlaufe einer Stunde 
eine Lésung von 20 g p-Nitrobenzoylchlorid in 70 ccm Benzol 
und la8t gleichzeitig aus einem zweiten Tropftrichter in dem- 
selben Tempo eine Lisung von 12 g Atznatron in 100 ccm 
Wasser hinzulaufen. Zum Schlu8 enthilt die wisserige Schicht 
keine Ausscheidung und ist bordeauxrot gefarbt. Man befreit 
sie von der benzolischen Schicht und siuert sie mit etwas 
rauchender Salzsiure an zur Ausfallung der gelésten Nitro- 


1) Ann. der Chemie, Bd. CCCLXIII, S. 116 (1908). 
2) Beitr. z. chem. Physiol. und Pathol., Bd. VIII, S. 156—62 (1908). 
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benzoesdure, von der abfiltriert wird. Dann neutralisiert 
man bis zur deutlich alkalischen Reaktion mit Ammoniak, 
dampft die Fliissigkeit auf dem Wasserbade auf gut die Hiifte ein 
und siiuert vorsichtig mit verdiinnter Essigséure an. Nach 24 
Stunden erhilt man einereichliche Krystallisation des Nitrobenzoyl- 
korpers, die Mutterlauge laBt nach weiterem Stehen noch einen 
kleinen Rest desselben fallen. Das Produkt wird mehrfach aus 
Wasser krystallisiert, hilt aber gerne kleine Mengen Nitrobenzoe- 
siiure fest, die teils durch Auskochen mit wenig absolutem Alko- 
hol, teils durch Verwerfen der zuerst krystallisierenden Anteile 
entfernt werden. Zur Analyse wurde der Korper bei 105° ge- 
trocknet; er bildet feine Nadeln, die bei 251—252° (unkorr.)!) 
schmelzen. Dieselben sind schwerloslich in kaltem, leichtléslich 
in heifem Wasser, spurenweise léslich in siedendem Alkohol. 
Die Verbindung gibt die Reaktion mit Diazobenzolsulfosaure, 
sodaB der Imidazolkern trotz des im Uberschu8 angewandten 
Acylierungsmittels unangegriffen geblieben ist, wie dies auch 
bei der Einwirkung von Benzoylchlorid von Frankel beobach- 


tet worden ist. 
0,2643 g Substanz gaben 0,4962 g CO, und 0,0916 g H,0. 
0,1183 g Substanz gaben 18,5 ccm Stickstoff bei 17° und 755 mm 


Barometerstand. 
Berechnet fiir C,H,N,0,(CO -C,H,NO,): C 51,32 %o, H 3,95°%o, N 18,420. 
Gefunden: » 51,20°/o, » 3,85%o, » 18,29%o. 


Als amphotere Verbindung lést sich p-Nitrobenzoylhisti- 
din sowohl in Mineralsiuren, als auch in Basen. 

Weniger leicht zuginglich, wenn auch im tbrigen durch 
Schwerlislichkeit und gute Krystallisationsfahigkeit ausgestattet, 
ist das von E. Fischer und Suzuki?) beschriebene Histidin- 
anhydrid, C,,H,,O,N,. 

Da ich fiir anderweitige Versuche gewisse Quantititen 
dieses Kérpers bendtigte, so hatte ich Gelegenheit, mich mit 
seiner Darstellungsweise und seinen Eigenschaften néher be- 
kannt zu machen. Der K6rper wird nach Angabe der genann- 


Die Bestimmung des Schmelzpunktes geschah im doppelten 
Schwefelsiurebade mittels des Normalthermometer-Teilsatzes von An- 


schiitz. 
*) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXVIII, S. 4184 (1906). 
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ten Forscher erhalten durch Erhitzen von Histidinmethylester- 
base im EinschluBrohr auf 100°. Man darf heute, nachdem 
jeder Zweifel tiber die Konstitution des Histidins behoben ist, 
der Bildung dieses Anhydrids wohl die folgende Formulierung 


zugrunde legen: 
NH, 


HC = C-CH,CH 


2 | | 
CO - OCH, 


NF 
CH 
Histidinmethylesterbase. 


= HN N NH N NH 


CH 


Histidinanhydrid. 

Mit dieser Formel stehen die weiter unten angefiihrte 
Molekulargewichtsbestimmung und die Bildung eines Disilber- 
salzes in Einklang. Wie zu erwarten war, erwies sich das An- 
hydrid als optisch aktiv und zwar als linksdrehend. 

Es ist nun E. Fischer und Suzuki, wohl infolge der 
kleinen Quantitaéten, mit denen sie gearbeitet haben, entgangen, 
da neben der von ihnen beschriebenen, von mir als links- 
drehend ermittelten Verbindung in kleiner Menge auch die durch 
geringere Léslichkeit in Wasser von dieser sich unterscheidende 
racemische Form des Histidinanhydrids auftritt. 

Fiir die Bereitung des als Ausgangskérper zur Darstel- 
lung der Anhydride dienenden, von mir friiher beschriebenen 
Histidinmethylester-dichlorhydrates machen KE. Fischer 
und Cone!) erginzende Angaben, die namentlich darin be- 
stehen, dafi man nach erfolgter Esterifizierung des Histidin- 
chlorhydrates durch Einleiten von Chlorwasserstoff in den das 
Estersalz in Lésung enthaltenden Methylalkohol die Losung 
stark abkiihlen soll, worauf das Esterchlorhydrat auskrystalli- 
siere, wahrend ich friiher dasselbe erst durch Zusatz von 
Ather aus der eingeengten Lésung zur Abscheidung bringen 


6* 
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konnte. Der Unterschied beruht nun darin, daf eine Abschei- 
dung beim Abkiihlen nur dann erfolgt, wenn der Methylalkohol 
ziemlich stark mit Salzsauregas gesittigt ist, was zu einer 
vollstiindigen Veresterung nicht direkt erforderlich ist. Man 
kann aber somit auch die Abscheidung des Esterchlorhydrates 
zu einer noch vollstindigeren machen, als Fischer und Cone 
angeben, wenn man den Methylalkohol in der Kalte mit Chlor- 
wasserstoff noch besonders nachsittigt. 

Die Umwandlung des freien Histidinmethylesters in das 
Anhydrid habe ich nicht, wie E. Fischer und Suzuki ver- 
fuhren, im Einschmelzrohr, sondern in einem weiten Glasrohre 
vorgenommen, das im Wasserbade erhitzt und gleichzeitig 
evakuiert wurde. Hierdurch erreicht man, daf infolge Entfernung 
des entstehenden Methylalkohols schon nach zweistiindigem Er- 
hitzen der Anhydrierungsprozef, unter volliger Erstarrung der 
Masse, beendet ist. Die Ausbeute an umkrystallisiertem aktiven 
Anhydrid betrug etwa 60°/o der Theorie, wahrend von dem 
nebenher gebildeten Racemkorper, der beim Lésen der Reak- 
tionsmasse in heifem Wasser infolge seiner sehr geringen L6s- 
lichkeit zurtickbleibt, nur etwa 5°/o erhalten werden. Letzterer 
wird am besten in der Weise gereinigt, daf man ihn in etwas 
sehr verdiinnter Essigsiiure lost, und die L6ésung mit Ammoniak 
neutralisiert; er scheidet sich alsdann krystallinisch aus. 


Eigenschaften der beiden Histidinanhydride. 


A. Das l-Anhydrid bildet, wie schon Fischer und 
Suzuki angegeben haben, feine prismatische Stéibchen, deren 
Schmelzpunkt am Teilsatzthermometer von Anschiitz in einem 


') Die gleiche Methode 1aft sich auch beniitzen, um in guter Aus- 
beute das noch unbekannte Hydrochlorid des Alaninmethylesters in 
seidenglanzenden Nadeln abzuscheiden, das dann in trockenem Zustande 
ebenso bequem zu handhaben ist, wie z. B. dasjenige des Glycinesters. 
Man kann sich dieses Salzes mit Vorteil bedienen, um daraus durch Um- 
setzung mit Natriummethylat in wasserfreiem Methylalkohol den wegen 
seiner Fliichtigkeit mit Wasserdampfen sonst nur in schlechter Ausbeute 
erhiltlichen freien Ester zu gewinnen. (Letzterer gibt beim 3—4stiindigen 
Erhitzen in einem offenen Fraktionskolben auf 120—130° zu ca. 95 %%o 


Alaninanhydrid.) 
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Kalium-Natriumacetatbade’) zu 328° ermittelt wurde. Das 
Schmelzroéhrchen war zur Vermeidung von Dunkelfarbung vorher 
evakuiert und zugeschmolzen worden.?) Von Fischer und 
Suzuki, die den Schmelzpunkt nicht genau ermittelt haben, 
wird bemerkt, dafi das Produkt gegen 340° schmelze. 1 g lést 
sich in ca. 11 ccm siedenden Wassers. Es krystallisiert aus 
Wasser mit 2!'2 Molekiilen Krystallwasser, dessen letzte Reste 
erst bei 140° im Brombenzolbade (nach V. Meyer) entweichen. 


0,4028 g verloren beim allmahlichen Erhitzen auf 140° bis zur Gewichts- 
konstanz 0,0563 g Wasser. 
Berechnet fiir C,,H,,O,N, -+ 21/2 H,O: H,O 14,19°o. 
Gefunden: > 13,98 %o. 
Eine Bestimmung des Molekulargewichts ist von 
meinem friiheren Privatassistenten, Herrn Dr. Neukam, aus- 
gefiihrt worden, nach der kryoskopischen Methode in Eisessig. 


0,2904 g Substanz erniedrigten den Schmelzpunkt von 16,06 g Eisessig 
um 0,29°. 
Berechnet fiir C,,H,,O,N,: M 274. 
Gefunden: » = 243. 

Zur Bestimmung der optischen Aktivitét wurde, 
um eine eventuelle Racemisation beim Entwissern zu_ver- 
meiden, krystallwasserhaltiges Histidinanhydrid verwandt und 
dasselbe in n-Salzsaure 

1,0221 g Substanz. Gesamtgewicht der Lésung 7,07225 g. Prozent- 
gehalt 14,45. Spezifisches Gewicht der Lésung rg = 1,0940. Drehung 
bei 20° und Natriumlicht im 1 dm-Rohr 10,49° nach links. 


Mithin [a], = — 66,24° (+ 0,5). 


Di-Silberverbindung des 1-Histidinanhydrids. 


0,27 g Anhydrid wurden in 50 ccm Wasser geldst, und 
die Lésung zu einer Auflésung von 0,4 g (berechnet 0,334 g) 
Silbernitrat in 10 ccm Wasser gegeben, wobei sofort eine 


') Schmelze aus 3 Gewichtsteilen Kalium- und 2 Gewichtsteilen 
Natriumacetat, die sich bei ca. 220° verfliissigt und als geeignet er- 
wiesen hat zur Bestimmung von Schmelztemperaturen zwischen 300 und 
400°, Man schmilzt sie zweckméafig in einem Aluminiumbecher vor und 
gieft sie dann in das Bestimmungsgefab. 

*) Vgl. J. Tafel, Ann. d. Chemie, Bd. CCCI, S. 305 (1898), Anm. 
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Triibung entsteht. Auf Zusatz von sehr verdiinntem Ammoniak 
bis zur schwach alkalischen Reaktion auf Lackmus fallt die 
Silberverbindung in quantitativer Ausbeute aus in unkrystal- 
linischen weifben Flocken, die mit schwach ammoniakalischem 
Wasser ausgewaschen und zur Analyse bei 100° im Vakuum 
getrocknet wurden. Die Substanz ist ziemlich lichtbestandig. 

Der Umstand, dafB zum Vergleich in analoger Weise be- 
handeltes Alaninanhydrid, als dessen Diimidazylverbindung 
man das Histidinanhydrid ansehen kann, keine Silberverbindung 
gibt, berechtigt zu dem Schlusse, daf die beiden Silberatome 
je ein Imidwasserstoffatom der beiden Imidazolkerne im Histidin- 


anhydrid ersetzt haben. 
0.2689 g Substanz hinterlassen beim Gliihen 0,1191 g met. Silber. 
Berechnet fiir C,,H,,O,N,Ag,: Ag 44,27 °%/o. 
Gefunden: > 44,29 
Ebenso wie mit Silber geht das Anhydrid auch mit Queck- 


silber in Wasser unldsliche Verbindungen ein und gibt mit 
sodaalkalischer Diazobenzolsulfoséure kirschrote Farbung, die 
Alaninanhydrid ebenfalls nicht gibt. Der Diacipiperazinring ist 
also an allen diesen Reaktionen unbeteiligt. 

Die frisch gefillte und mit Wasser angeschlemmte Silber- 
verbindung setzt sich mit 2 Molekurgewicht Jodmethy! (in 
atherischer Verdiinnung) glatt unter Abscheidung von Jodsilber 
um, doch ist die Methylierung nicht ganz quantitativ. Nach 
Entfernung des unangegriffenen Anhydrids bleibt ein Sirup zuriick, 
der ungeheuer leichtléslich in Wasser ist und erst nach viel- 
wochentlichem Verweilen im Exsikkator tiber Schwefelsaure 
und regelmafiger Behandlung mit absolutem Alkohol allmahlich 
groftenteils erstarrt zu feinen Nadeln, die jedoch beim Ab- 
pressen auf Ton alsbald wieder beginnen zu harzen. Es wurde 
deshalb vorliufig von einer Untersuchung dieses Methylierungs- 
produktes, das iibrigens schwerlésliche Salze mit Pikrinsaure, Gold- 
und Platinchlorwasserstoffsaure gibt, Abstand genommen. 

b. Das rl-Histidinanhydrid ist im Gegensatze zur 
aktiven Form auch in siedendem Wasser so gut wie unldslich. 
Sein Schmelzpunkt liegt ebenfalls bei 328°. Zur Reindarstellung 
wurde es mehrere Male in der oben angegebenen Weise um- 
gelést; es krystallisiert in kleinen rautenahnlichen Krystallen, 
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die in reinstem Zustande gerne zu tannenbaumfdérmigen Ge- 


bilden zusammenwachsen. 
Zur Analyse wurde der Korper bei 100° getrocknet. 
0,1473 g Substanz gaben 0,2814 g CO, und 0,071 g Wasser. 
0,1509 » > >» 0,2894> » » 0.0726 > > 

0,1234 g Substanz gaben 31,9 ccm Stickstoff bei 19° und 759 mm Baro- 

meterstand. 

Berechnet fiir C,,H,,O,N,: C 52,55 °%o, H 5,11°/o, N 30,66 °/o. 

Gefunden: > 52,10°/o, 52,31°Jo, » 5,36%o, 5,34°%o, » 30,88°/o. 
Fiir die optische Priifung diente wie oben eine Liésung 

in n-Salzsaure. 

0,2190 g Substanz. Gesamtgewicht der Lésung 3,5764g. Prozentgehalt 6,13. 

Drehung bei 20° und Natriumlicht im 1 dm-Rohr 0,02° nach links. 


Die Differenz gegen die Nullstellung geht also nicht iiber 
die Grenze der Ablesungsfehler hinaus, und ist die Substanz 
somit optisch inaktiv. Das rl-Anhydrid gibt gleich der aktiven 
Modifikation Silber- und Quecksilberfallungen und list ebenfalls 
Kupferoxyd mit blauer Farbe. Es reagiert ebenso mit Diazobenzol- 
sulfosaure. 

In viel besserer Ausbeute entstand die inaktive Form, als 
eine Quantitaét rohen Histidinathylesters, der auf die gleiche 
Weise dargestellt worden war, wie der Methylester, und gleich 
diesem ein dickfliissiges nichtdestillierbares Ol bildet, mehrere 
Stunden auf ca. 160° erhitzt wurde. — 

Man darf meines Erachtens aus dem Umstande, dab bei 
hdherer Temperatur im Vergleich zur Wasserbadtemperatur 
eine Racemisierung in offenkundiger Weise vonstatten geht, 
nicht den Riickschluf ziehen, da’ das urspriinglich verwandte 
Histidinchlorhydrat ganz frei von racemischer Form gewesen 
sei, zumal unter den von mir beim Methylester eingehaltenen 
Bedingungen die Anhydridbildung relativ sehr leicht und rasch 
verlduft, sondern es erscheint der Verdacht nicht unbegriindet, 
daB die optische Bestimmung von aus natiirlichem Histidin 
dargestellten Derivaten wahrscheinlich immer etwas zu klein aus- 
fallt, wenn es nicht gelingt, begleitende Spuren von racemischen 


Modifikationen zu entfernen. 


Wiirzburg, Universitatslaboratorium. 


Weiteres iiber die Kinetik der Enzymwirkungen. 


Von 


S. G. Hedin. 


(Der Redaktion zugegangen am 12. Dezember 1909.) 


Bei monomolekularen katalytischen Reaktionen in einem 
homogenen Medium gelten folgende zwei Satze: 

1. Bei gegebener Katalysatormenge ist die Reaktions- 
geschwindigkeit oder die in der Zeiteinheit umgesetzte Substrat- 
menge der jeweiligen Substratkonzentration proportional. 

2. Bei etwa durch Zugabe von Substrat konstant gehal- 
tener Substratkonzentration ist die Reaktionsgeschwindigkeit 
der Konzentration des Katalysators proportional. 

Bedeutet C die Substratkonzentration, t die Reaktions- 
zeit und k eine von der Katalysatormenge abhingige Kon- 
stante, und ist dC die in der Zeit dt umgesetzte Substratmenge, 


so ist — ~ die Reaktionsgeschwindigkeit. Nach dem Satz 1 


Wie ersichtlich, ist — a oder die Reaktionsgeschwin- 


digkeit = k fiir den Fall, daB C (durch Zugabe von Substrat) 
= 1 gehalten wird, und k ist also unter dieser Voraussetzung 
die Reaktionsgeschwindigkeit. Nach dem zweiten der obigen 
Siitze ist also k der Katalysatormenge proportional. k wird 
der Geschwindigkeitskoeffizient genannt. 

Der erste Satz ist auch fiir gewisse enzymatische Spal- 
tungsprozesse bestitigt worden. Der Katalysator ist in diesem 
Falle das Enzym. Die Bedingung fiir die Giiltigkeit des Satzes, 
da’ die wirksame Enzymmenge wiahrend des ganzen Versuches 
dieselbe bleiben mu8, trifft nur zu Anfang des Prozesses zu, 
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und folglich ist auch die Giiltigkeit der Regel zu dem Anfang 
begrenzt. Beispiele enzymatischer Prozesse, wo der erste Satz 
sich bewahrt hat, sind: die Zerlegung von H,O, durch Hamase') 
und von Glycylglycin durch Erepsin.?) 

Den zweiten der obigen Satze habe ich auch fiir Enzym- 
reaktionen als giiltig erwiesen, niémlich fiir den Fall, dab 
bei gleichen Substratmengen die Zeiten gleichen Umsatzes den 
zugesetzten Enzymmengen umgekehrt proportional sich ver- 
halten.3) Wie ich damals besonders hervorgehoben habe, ist 
die Herleitung streng genommen nur unter der Voraussetzung 
als richtig anzusehen, dafS das eben angefiihrte Enzym-Zeit- 
gesetz fiir verschiedene Stadien des Prozesses als zutreffend 
sich erweist. Dies bedeutet, daB der Prozef mit verschiedenen 
Enzymmengen durch Nebenreaktionen und andere Storungen 
in der gleichen Weise beeinfluBt wird und gewissermafen dem 
gleichen Weg folgt; nur geht der Prozef mit einer kleinen 
Enzymmenge langsamer als mit einer gréBeren. Daf dem so 
ist, habe ich fiir einige Faille nachweisen kénnen, nimlich fiir 
die Verdauung von Casein durch Trypsin in schwach alkalischer 
Lésung, fiir die Verdauung von in schwach alkalischer Lésung 
erhitztem und danach bis zu neutraler Reaktion dialysiertem 
Serumalbumin ebenso von in der gleichen Weise behandeltem 
Eierklar.4) Dagegen ist das Enzym-Zeitgesetz bei der Ver- 
dauung von Leim durch Trypsin nicht in dem gleichen Um- 
fange giiltig. 5) 


Weitere Versuche mit Trypsin. 


Im an die eben erwaéhnten Versuche mit 
denaturiertem Serumalbumin habe ich einige weitere Unter- 
suchungen mit dem gleichen Substrat ausgefiihrt. Das Albumin 
wurde in tiblicher Weise durch fraktionierte Fallung mit Am,SO, 
und Dialyse hergestellt. Dann wurde mit 0,1°/oigem Na,CO, 


') Senter, Zeitschrift f. physik. Chem., Bd. XLIV, S. 257, 1903. 
*) Euler, Diese Zeitschrift, Bd. LI, S. 213, 1907. 

5) Diese Zeitschrift, Bd. LVII, S. 468, 1908. 

*) Journ. of Physiol., Bd. XXXII, S. 468, 1905. 

5) Nicht publizierte Untersuchungen. 
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'» Stunde auf dem Wasserbade erhitzt, um die hemmende 
Wirkung des Serumalbumins auf die tryptische Verdauung zu 
vernichten. Zur selben Zeit wird das Albumin durch Trypsin 
leichter verdaulich. Das Alkalicarbonat wurde so vollstandig wie 
moglich wegdialysiert und, wenn notig, neutrale Reaktion gegen 
Lackmus mit Séure hergestellt. Das Trypsin wurde durch 
Autolyse der Pankreasdriise vom Ochsen und Dialyse bereitet, 
wobei genau darauf geachtet wurde, die Reaktion schlief- 
lich neutral sich erwies. Die Stickstoffmenge in 30 ccm der 
klaren Trypsinl6sung entsprach 1 cem 1/10-n-Séure. Bei den 
folgenden Analysen wurde der Stickstoff der angewandten Enzym- 
menge abgezogen. 

‘Bereits bei meinen ersten Versuchen mit denaturiertem 
Serumalbumin fand ich, dafB das Enzym-Zeitgesetz nicht zutrifft 
fiir den Fall, dafB die Digestionsfliissigkeit alkalisch reagiert. 
Ist die Reaktion neutral, so entsteht friiher oder spater wiih- 
rend der Verdauung ein Niederschlag, welcher allméhlich unter 
dem Kinfluf{ des Trypsins aufgelést wird. Daf die Bildung 
des Niederschlages eine Folge der Trypsinwirkung ist, geht 
zur Geniige daraus hervor, dafi derselbe bei Anwendung von 
gekochtem Trypsin ausbleibt. Auferdem steht die Zeit, nach 
welcher der Niederschlag zu entstehen beginnt, in einem ge- 
wissen Zusammenhang mit der Trypsinmenge. In vielen Ver- 
suchen habe ich die fragliche Zeit der Enzymmenge umge- 
kehrt proportional gefunden. Da ich aber in anderen recht 
betrachtliche Abweichungen von dieser Regel gefunden habe, 
bin ich nicht /geneigt, irgend welche Schliisse aus diesen Ver- 
suchen zu ziehen, zumal das Einsetzen der Bildung des Nieder- 
schlages nicht eben leicht zu beobachten ist. Der Niederschlag 
ist in schwachem Alkali idslich und aus einer solchen Losung 
durch Neutralisieren fiallbar; ein Uberschu8 von Essigsaure 
den Niederschlag wieder. Bei neutraler Reaktion wird also 
der Niederschlag nur unter der Einwirkung des Trypsins weiter 
verindert. Diese Veranderungen des Substrates habe ich in 
der Weise verfolgt, daf ich nach Zeiten, welche den Enzym- 
mengen umgekehrt proportional waren, das Digestionsgemisch 
filtriert und den Stickstoff in gleichen Volumina des wasser- 
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klaren Filtrates bestimmt habe. Natiirlich waren in allen zu 
vergleichenden Proben alle ibrigen Bedingungen die gleichen; 
nur die Enzymmengen und die Digestionszeiten wurden variiert. 
Wie aus den folgenden Versuchen ersichtlich, waren die er- 
haltenen Stickstoffmengen nach der gleichen Zahl von Enzym- 
Zeiteinheiten dieselben; bedeutet p die Enzymmenge und t die 
Digestionszeit, ergaben folglich alle diejenigen Proben die gleichen 
Stickstoffmengen oder den gleichen Umsatz, fiir welche das 
Produkt p-t dieselbe Ziffer betrug. 


Versuch 1. 


Die Serumalbuminmenge war 25 ccm und die Summe 
von Trypsin -+ zugesetztem Wasser betrug 40 ccm. 30 ccm 
Filtrat wurde fiir die N-Bestimmung benutzt. Die Ziffern der 
letzten Kolumne geben die Stickstoffmengen in Kubikzentimetern 
1/10-Normal-Saure an. 


Enzymmenge Digestionszeit Stickstoffmenge 
ccm Stunden ccm 
30 24 34,43 
15 48 34,4 
10 72 34,35 


40cem nicht filtrierter Digestionsfliissigkeit ergaben 39,3 ccm, 
welche Ziffer folglich der ganzen vorhandenen Stickstoffmenge 
entsprach. Die Zahlen der letzten Kolumne sind gleich, was 
beweist, daB der Niederschlag in allen Proben dieselbe Stick- 
stoffmenge enthielt. 


Versuch 2. 


Die angewandten Volumina waren dieselben wie oben; 
nur wurden fir die Stickstoffbestimmung 30 ccm Filtrat ge- 
nommen. (Siehe ersie Tabelle 5S. 36.) 

Die Stickstoffmenge in 30 ccm nicht filtrierten Gemisches 
entsprach 38,8 ccm Saure und der Niederschlag enthielt dem- 
nach zu Anfang (p-t = 5) mehr als die Halfte der ganzen 
Stickstoffmenge. In diesem Versuch wurde auch die Stickstoff- 
menge des Gerbsaurefiltrates in Proben, welche der zweiten 
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Enzymmenge Digestionszeit N-Menge 

ccm in Tagen ccm 

| 5 1 18,6 

p.t=—65 2,5 2 18,3 

| 1,67 3 18,4 

10 1 21,45 

p.t = 10 5 2 21,15 

| 8,8 3 214 

[15 1 23,15 

«to 7,0 2 23,25 

5 3 22,85 


Gruppe (p-t = 10) gehérten, bestimmt. Die fraglichen Proben 
wurden also nach gehérigen Zeiten mit einem gewissen Vo- 
lumen Gerbsiure gefiallt, die Stickstoffmenge im gleichen Volu- 
mine der Filtrate bestimmt und die erhaltenen Ziffern fiir 


30 cem der Digestionsfliissigkeit umgerechnet. 


Pp t Obige Zahlen Gerbsaures Filtrat 
ccm (Tage) ccm ccm 
10 1 21,45 14,45 

5 2 21,15 14,35 

3,33 3 21,40 14,45 


Auch die Stickstoffmenge des Gerbsiurefiltrates zeigt also 
an, dafi der Umsatz nach der gleichen Zahl von Trypsin-Zeit- 
einheiten der gleiche bleibt, was ich iibrigens bereits vorher 
nachgewiesen habe.!) Die Stickstoffmenge des Gerbsaurefil- 
trates ist geringer als die des Filtrates von dem bei der Di- 
gestion gebildeten Niederschlag, weil die Gerbsiure gewisse 
von den wasserldslichen Verdauungsprodukten ausfallt. 

Mit Hilfe von zwei verschiedenen Analysemethoden ist es 
also zugleich bewiesen worden, daB die Verdnderungen des 
Substrates nach dem Verlauf von der gleichen Zahl von Enzym- 


‘) Journ. of Physiol. (Engl.), Bd. XXXII, S. 473, 1908. 
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Zeiteinheiten dieselben sind. Da auferdem beide Methoden 
fiir verschiedene Stadien der Reaktion diese Regelmiébigkeit er- 
‘geben, gilt also die Regel, da8 der Geschwindigkeitskoeffizient 
der Enzymmenge proportional sich verhalt nach der Herleitung, 
welche ich vorher gegeben habe.') 

Die obigen Versuche wurden mit gekochtem und neu- 
tralisiertem Serumalbumin ausgefiihrt. Wenn man aber anstatt 
Serumalbumin eine Mischung von Serumalbumin und _ villig 
neutralem (dialysiertem) Eierklar als Substrat verwendet, hat 
das Enzym-Zeitgesetz keine Giiltigkeit mehr, wie folgender 
Versuch zeigt. 

Versuch 3. 

25 ecm gekochtes und neutralisiertes Serumalbumin wurde 
mit 5 ccm Wasser resp. 5 ccm neutralem Eierklar vermischt. 
Zu beiden Proben wurden 15 ccm (Trypsin + H,O) zugegeben, 
worauf unten angegebene Zeiten digeriert und mit 10 ccm Gerb- 
sdureldsung gefillt wurde. Dann wurde vom gebildeten Nieder- 
schlag filtriert und, wie oben, die N-Menge der Filtrate bestimmt. 


Enzymmenge| Digestionszeit | N-Menge 
erumalb. + H,O Serumalb. + Eierklar 
in Tagen ccm pom 
1 10,95 8.8 
7p 2 10,8 
" 3 10,85 2.85 


In allen Proben mit Serumalbumin ++ Eierklar finden wir 
also eine bedeutende Hemmung gegeniiber den Proben ohne 
Eierklar, und zwar ist diese Hemmung am kriiftigsten ausge- 
sprochen in der Probe mit der geringsten Enzymmenge und 
sinkt mit zunehmender Menge. Dasselbe Verhiltnis habe ich 
vorher gefunden bei Untersuchung der Hemmung, welche Eier- 
klar auf die tryptische Verdauung des Caseins ausiibt.?) 

DaB die Reaktionsgeschwindigkeit bei konstant gehaltener 
Substratkonzentration der Enzymmenge proportional sich ver- 


!) Diese Zeitschrift, Bd. LVI, S. 468, 1908. 
2) Diese Zeitschrift, Bd. LVI, S. 474, 1908. 


| 
| | 
4 


88 S. G. Hedin, 


halt, bedeutet, daB die wirksame Enzymmenge der zugesetzten 
proportional ist. Dies ist also der Fall, wenn das Serum- 
albumin allein als Substrat vorhanden ist, aber nicht, wenn 
auferdem noch Eierklar zugesetzt wird. In der Gegenwart von 
Eierklar wird weniger Serumalbumin verdaut als ohne das- 
selbe und zwar ist der Unterschied grifer, je kleinere Enzym- 
menge zugesetzt wurde. Nach der herrschenden Ansicht be- 
ruht die Hemmung auf einer Aufnahme des Enzyms seitens der 
hemmenden Substanz. In dem obigen Falle liegt also die Sache 
folgendermafen. Die auf das Serumalbumin wirkende Enzym- 
menge ist, falls kein Eierklar zugegen ist, der zugesetzten 
Enzymmenge proportional. Ist Eierklar neben dem Serum- 
albumin vorhanden, nimmt dasselbe einen Teil des Enzyms 
an sich, und da das native Eierklar durch Trypsin praktisch 
unverdaulich ist, so folgt eine der mit dem Eierklar verbundenen 
Trypsinmenge entsprechende Hemmung der totalen Verdauung. 
Aus der stattgehabten Hemmung ist also zu erschliefen, dab 
die durch das Eierklar aufgenommenen Enzymmengen prozentisch 
um so grOfer sind, je geringere Enzymmenge zugegeben wurde. 
Dasselbe gilt fiir den Fall, da8 die Verdauung von Casein durch 
Eierklar gehemmt wird. 


Versuche mit Lab. 


Die Aufnahme von Enzym durch Substanzen, welche die 
Enzymwirkung hemmen, habe ich auch fiir das Lab untersucht 
und zwar, wie oben, mit Hilfe des Enzym-Zeitgesetzes. Fiir 
ein solches Studium ist das Lab insofern weniger geeignet als 
das Trypsin, als man mit dem Lab nur ein Stadium der Enzym- 
wirkung, nimlich das im Gerinnungsaugenblicke fiir verschiedene 
Proben vergleichen kann, wahrend beim Trypsin der ganze Ver- 
lauf des Umsatzes verglichen werden kann und tatséchlich unter 
gewissen Bedingungen gleich gefunden wurde. Beim Zusatz 
von hemmenden Substanzen finden beim Lab wie beim Trypsin 
Abweichungen vom Enzym-Zeitgesetz statt, welche auf andere 
Verteilung des Enzyms hindeuten. Als allgemeine Regel gilt 
auch hier, daB eine hemmende Substanz um so kraftiger wirkt, 
je geringere Enzymmenge vorhanden ist, oder daB der Hemmungs- 
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kérper von einer kleinen Enzymmenge prozentisch mehr an 
sich nimmt als von einer gréferen. Diese Regel ist am deut- 
lichsten ausgesprochen fiir den Fall, daf Hemmungskorper und 
Enzym vor dem Zugeben des Substrats (Milch) vermischt werden. 
Wird das Enzym erst nach dem Vermischen von Hemmungs- 
korper und Milch zugesetzt, so kann es eintreffen, daf das 
Enzym-Zeitgesetz auch bei Gegenwart von Hemmungskorper 
giiltig bleibt. Dies geschieht in solchen Fallen, wo die Enzym- 
menge im Vergleich mit dem Hemmungsko6rper grof ist, und 
es ist mir in den meisten Fallen gelungen, beim Gebrauch von 
groBeren Mengen Hemmungskorper die oben angedeuteten Ab- 
weichungen vom Enzym-Zeitgesetz nachzuweisen. Als Hem- 
mungskorper dienten diejenigen Substanzen, welche ich bereits 
vorher als solche untersucht habe, némlich Serum, Eierklar und 
Knochenkohle.!) Bereits wurden einige Versuche publiziert, 
welche die vorliegende Frage beriihren, und aus diesen geht zur 
Gentige hervor, dab die eben genannten Abweichungen vom Enzym- 
Zeitgesetz leicht nachweisbar sind fiir den Fall, dafi das Enzym und 
Hemmungskorper zunichst vermischt werden.?) Folglich werden 
hier nur solche Versuche angefiihrt, bei welchen die Milch und der 
Hemmungskorper vor dem Zusatz des Labs vermischt wurden. 

Im folgenden Versuche diente als Hemmungskorper P ferde- 
serum, das mit 40 Volumen Wasser verdiinnt war. Bestim- 
mungen der Gerinnungszeiten wurden ausgefiihrt einerseits mit 
Enzym -+ verdiinntem Serum, anderseits mit Wasser anstatt 
Serum. Die letzteren Proben enthielten also 

10 ccm Milch +- 1 ccm H,O + 1ccm Lab. . . A, 
die ersteren 

10 ccm Milch 1 ccm Serum + 1cem Lab. . .B. 

Die Konzentrationen der Lablésungen verhielten sich wie 
1: %/4:2!3: 1/2:1/3. Die unter den Konzentrationen angegebenen 
Ziffern sind die Gerinnungszeiten; die nebenbei eingetragenen ein- 
geklammerten Zahlen sind das Produkt Labmenge * Gerinnungs- 
zeit. In der Serie A ist dieses Produkt konstant, was beweist, daB 
hier das Enzym-Zeitgesetz in Geltung ist; in der Serie B steigt 


’) Diese Zeitschrift, Bd. LX, S. 85 u. 364, 1909. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. LX, S. 89, 365, 369. 
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das Produkt mit fallender Enzymmenge, woraus folgt, daB die 
Gerinnungszeiten mit fallender Enzymmenge rascher steigen, als 
das Gesetz verlangt. Die Resultate waren: 


Konzentration der Lablésungen. 


1 3 4 2/3 1 /2 a 3 


| 
Min, Min, | Min, Min, Min, 
B15 (15) (17's) | 27%/4 (1842) | (26/4) | >180 (>60) 
Mit Eierklar des Hemmungskorpers wurde ein Versuch 
in der gleichen Weise wie mit Serum ausgefiihrt. Die Buch- 
staben A und B werden in derselben Bedeutung angewandt 
wie oben. Die gebrauchten Volumina waren: 
10 ccm Milch + 1 cem H,O +1cem Lab. ..A 
10» » » KEierklar+i1 >» » ... B. 
Die Labkonzentrationen waren dieselben wie oben. 


Konzentration der Lablésnngen. 


1 | | */s 


1/ 
[3 


Min, Min, Min, 
A (11%/s)  15'/2 (11%/16) (117/s) | 23'/e (11°/4) | 35 (11?/s) 
B 13 (18) | 18 (13%) 22 (14%/s) | (15%/s) | 60 (20) 

Mit Kohle habe ich kaum irgend welche Hemmung der 
Labwirkung fiir den Fall nachweisen kénnen, da die Kohle 
zunichst mit der Milch vermischt wird. Dies liegt daran, daf 
irgend welche Substanz in der Milch (Eiweif?) durch die Kohle 
adsorbiert wird, was eine nachtrigliche Aufnahme von Lab 
so gut wie vollstaindig verhindert, wie ich bereits vorher nach- 
gewiesen habe.') 


SchluBfolgerung. 

Aus den angefiihrten Versuchen sowie aus anderen, die 
ich vorher publiziert habe, ist zu ersehen, daf das Enzym- 
Zeitgesetz, wenn Hemmungskorper zugegen sind, oft véllig ver- 
sagt, und es ware wohl mdglich, daB die Nichtgiiltigkeit des 
Gesetzes in gewissen Fillen dem Vorhandensein von Hemmungs- 
korper — im Substrat oder im Enzym — zuzuschreiben wire. 
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Ein Faulnisversuch mit lysinfreiem EiweiB. 


Von 
D. Ackermann. 


(Aus dem physiologischen Insitut zu Wiirzburg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 14. Dezember 1909.) 


Der von Ellinger angegebene Versuch, durch Faulnis 
reinen Lysins, dessen Lésung nur etwas Nihrsalze enthilt, 
Pentamethylendiamin zu erzeugen und ferner die Darstellung 
von Tetramethylendiamin und d-Aminovaleriansiiure aus ge- 
faultem reinen Arginin hatte mir nicht gelingen wollen; deshalb 
habe ich in meiner letzten Arbeit den Nachweis, daf Lysin 
die Muttersubstanz des Pentamethylendiamins, Arginin die des 
Tetramethylendiamins und der 6-Aminovaleriansaure ist, auf 
eine andere Weise gefiihrt. Es wurden zuerst die siimtlichen 
Siaurespaltungsprodukte von 400 g Casein faulen gelassen, wobei 
die drei fraglichen Faulnisbasen entstanden. Bei einem zweiten 
Versuch verwandte ich dasselbe Ausgangsmaterial in der gleichen 
Menge, nur beseitigte ich vorher das ganze Arginin und ver- 
mehrte die Menge des Lysins auf fast das Doppelte. Das Re- 
sultat nach der Fiiulnis war das erwartete. Die sich vom Ar- 
ginin ableitenden Basen Tetramethylendiamin und 6-Amino- 
valeriansdure fehlten, aber Pentamethylendiamin war in einer 
groferen Menge gebildet, als im ersten Versuch. 

Um meine Beweisfiihrung nun ganz sicher zu _ stellen, 
habe ich noch das Experimentum crucis gemacht und in einem 
dritten Versuch, den ich im folgenden schildern werde, ein 
Eiweifspaltungsgemisch zur Féulnis gebracht, das kein Lysin 
enthielt. Ich brauchte zu dem Zweck nicht aus einem Amino- 
sauregemenge das Lysin zu beseitigen, sondern es wurde mir 
dieser Versuch erleichtert, weil sich in der Natur nach den 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXIV. 7 
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Arbeiten von Kossel und Kutscher') mehrere Pflanzenei- 
weibkorper finden, die frei von Lysin sind. Zu diesen gehort 
auch das Gliadin, welches ich zu meinem Versuch wihlte. 

80 g Gliadin®?) aus Weizenkleber wurden mit einem Ge- 
menge von 600 ccm Wasser und 300 cem_ konzentrierter 
Schwefelsiure 21 Stunden lang am Riickflubktihler gekocht. 
Nach dem Erkalten beseitigte ich die Schwefelsiure mit Baryt, 
den iiberschiissigen Baryt mit Kohlensdure, brachte die Fliissig- 
keit auf ein Volumen von 2 | und fiigte, nachdem mit Soda 
schwach alkalisch gemacht war, eine faule Pankreasflocke hin- 
zu, worauf ich das Ganze 6 Wochen bei 30° stehen lieB. Nach 
dieser Zeit wurde die stark faulig riechende Fliissigkeit mit 
Phosphorséure angesiuert und zuerst auf freier Flamme, dann 
auf dem Wasserbad eingeengt, worauf ich bei schwefelsaurer 
Reaktion mit Phosphorwolframsaure fallte und die aus dem 
Niederschlag gewonnenen kohlensauren Basen genau so weiter 
verarbeitete, wie bei den friiheren Versuchen. Die Silbernieder- 
schlige stellte ich auch diesmal wieder zur Seite und wandte 
meine Aufmerksamkeit nur den in die zweite Phosphorwolf- 
ramsidurefillung eingehenden Basen zu, weil sie allein fiir das 
Thema in Betracht kamen. Es wurde die Lésung dieser kohlen- 
sauren Basen mit alkoholischer Pikrinséure gefallt und ich 
erhielt nach dem Umkrystallisieren des Niederschlags in seiner 
eigenen Mutterlauge eine Menge von 1,28 g trocknem Pikrat. 
Dies multe das Pentamethylendiamin enthalten, wenn solches 
sich wirklich gebildet hatte. 

Um hieriiber Aufschlu8 zu bekommen, wandelte ich das 
Pikrat mit Hilfe von Salzsiure und Ather in bekannter Weise 
in das Chlorid um und fallte mit alkoholischer Platinchlorid- 
lésung. Der Niederschlag wurde einmal umkrystallisiert und 
zeigte sich sofort als reines Tetramethylendiaminplatinat. Auch 
nach nochmaligem Umkrystallisieren blieb der Platinwert konstant. 

0,1548 g Substanz gaben 0,0604 g Pt, 
0.1451 > >» 00,0566 » » 
0,1254> >  0,0432 » CO, und 0,0364 g H,O. 


') Diese Zeitschrift, Bd. XXXI, S. 165 (1900). 
*) Dieses wertvolle Praparat verdanke ich Herrn Professor Kutscher. 
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Berechnet fiir Pentamethylen-  Berechnet fiir Tetramethylen- Gefunden: 


diaminplatinat diaminplatinat 
C5H,,N, PtCl,: C,H,,N, 2HCI - PtCl,: 
Pt . 88,1 Yo 39,1 °/o 39,0 39,0 
11,7 %/o 9,6 9,4 
H 3,2 °/0 2,8 °/o 3,3. 


Das Filtrat der Pikrinsdurefallung fiihrte ich nun mit Salz- 
siure und Ather in einen Sirup von Chloriden iiber und da 
dieser mit alkoholischer Quecksilberchloridlésung allein keine 
nennenswerte Fallung gab, erzeugte ich mit alkoholischer Queck- 
silberchlorid- und alkoholischer Natriumacetatlésung einen Nieder- 
schlag, der nach dem Waschen mit einem Gemenge beider 
Fallungsmittel mit Schwefelwasserstoff zerlegt und nach dem 
Absaugen des Schwefelquecksilbers in einen Sirup von Chlo- 
riden verwandelt wurde. Aus diesem beseitigte ich das in ge- 
ringer Menge vorhandene Kochsalz durch einmaliges Aufnehmen 
mit Alkohol und fallte nun mit alkoholischer Platinchloridlésung. 
Den nicht sehr voluminésen Niederschlag saugte ich ab und 
fiihrte ihn durch Behandeln mit Schwefelwasserstoff und spiiter 
mit wasseriger Goldchloridl6sung in das Chloraurat iiber. Die 
Fallung enthielt ein Gemenge von den Goldsalzen des Tetra- 
methylendiamins und der 0-Aminovaleriansiure. Das erstge- 
nannte schwerer ldsliche Salz schied sich aus der LOsung der 
Chloraurate beim langsamen Einengen zuerst aus und wurde 
abgetrennt; seine Menge reichte nicht zu einer Analyse aus; 
um aber zu beweisen, dab es sich bei dieser Verbindung nicht 
etwa um Pentamethylendiamin handelte, verglich ich an ein 
und demselben Thermometer nebeneinander den Schmelzpunkt 
von 1. reinem Pentametylendiaminaurat, welches bei 184°, ohne 
hoch zu steigen, zu einer roten Fliissigkeit schmolz, 2. reinem 
Tetramethylendiaminaurat, welches unter Schwirzung bei 213 
bis 214° plétzlich hochstieg und 3. von meinem in Frage 
stehenden Priaparat, das ebenfalls unter Zersetzung plotzlich 
hochstieg und zwar bei 212°. Somit handelte es sich nicht 
um das Goldsalz des Pentamethylendiamins, sondern um das 
des Tetramethylendiamins, und die erstgenannte Base fehlte 
also auch in dieser Fraktion vollstindig. 

Leider ist es mir nun nicht gelungen, die }-Aminovalerian- 
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siure rein darzustellen; das Goldsalz derselben hielt némlich 
geringe Mengen Tetramethylendiaminaurat beharrlich fest. Zwar 
brachte ich den Goldwert der Verbindung, die nach der ersten 
Reinigung statt der gewiinschten 43,1°/o Au 44,8°/o Au gab, 
durch erneutes Umkrystallisieren auf 44,3°/o, als ich aber dann 
nochmals umkrystallisierte, reichte die Menge zu einer weiteren 
Analyse nicht aus. Ich stehe aber besonders auch auf Grund 
der Tatsache, daB das Salz schon unter 100° schmolz und 
ferner einmal nach Impfen mit einem Krystall von reinem 
d-Aminovaleriansaureaurat aus seiner LOsung auskrystallisierte, 
nicht an, zu behaupten, daf ich auch diesen zweiten Abkémm- 
ling des Arginins diesmal wiedergefunden habe. 

So hatten sich also bei der Fiulnis des lysinfreien Eiweib- 
kérpers Gliadin wohl die vom Arginin stammenden Basen Tetra- > 
methylendiamin und d-Aminovaleriansadure gebildet, nicht aber | 
das Pentamethylendiamin, welches eben ohne Lysin nicht ent- 
stehen kann. 
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Zur Verdauungsphysiologie des menschlichen Neugeborenen. 


Von 
J. Ibrahim. 


(Aus dem Gisela-Kinderspital in Miinchen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 16. Dezember 1909.) 


Am 5. XII. 09 wurde in das Spital ein 2 Tage altes Kind 
aufgenommen, bei dem die klinische Beobachtung bald erwies, 
daf eine Atresie der Speiserdhre, etwa in der Hohe der Lungen- 
wurzel, bestand. Klinische Erwiigungen, auf die an dieser 
Stelle nicht naher eingegangen werden soll, sprachen dafiir, 
da8 eine Kommunikation des unteren Oesophagusabschnittes 
mit den grofen Luftwegen vorhanden war. Diese Annahme 
wurde durch die am 12. XII. 09 ausgefiihrte Sektion bestiitigt. 
Der Oesophagus endete etwa 5 cm unterhalb des Pharynx 
als etwas erweiterter Blindsack, wahrend der untere Abschnitt 
der Speiserdhre in die Trachea einmiindete. 

Bei dem Kinde war durch Herrn Prof. v. Stubenrauch 
am 6. XII. eine Magenfistel angelegt worden. Die Fisteléffnung 
sah an der vorderen Magenwand im Bereich des Corpus ven- 
triculi nahe der grofien Kurvatur. In die Fisteliffnung wurde 
ein Stiickchen Gummischlauch eingeniht, um eine Ernihrung 
des Kindes durch die Fistel zu ermodglichen. Die regelmiabige 
Zufuhr von abgedriickter Frauenmilch lieB sich gut durchfiihren. 
Die Verdauung schien ungestért. Das Kind starb an Aspirations- 
pneumonien, die bei der Kommunikation der Speiserdhre mit 
den Luftwegen nicht verhiitet werden konnten. 

Es sei in Kiirze tiber einige wenige Beobachtungen be- 
richtet, die sich an dem Kinde anstellen liefen. Die Fistel 
gestattete leider kein Studium der Sekretionsverhiiltnisse des 
Magensaftes, denn das Gummiréhrchen ragte ziemlich weit in 
das Innere des Magens hinein; auch konnte etwas Saft neben 
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dem Roéhrchen nach aufen austreten; diese beiden Umstande 
machten ein quantitatives Auffangen von Saft unmdglich. Es 
lag ja sehr nahe, den Versuch zu machen, eine durch Saugen 
am Schnuller psychisch bezw. reflektorisch bedingte Absonde- 
rung von Magensaft zu erzielen, analog den bekannten Ver- 
suchen von Cohnheim und Soetbeer,?) die kiirzlich durch 
Nothmann?) eine wertvolle Bestétigung und Erginzung er- 
fahren haben. Es gelang aber nicht, ein eindeutiges Ergebnis 
zu erzielen. Ich vermute, daf die Erklaérung hierfiir lediglich 
in den erwihnten mechanischen Verhiltnissen zu suchen ist. 

Dagegen gliickte es am 10. XII. 31/2 Stunden nach der 
letzten Fiitterung (30 g Frauenmilch) aus dem sonst offenbar 
leeren Magen eine geringe Menge reinen Magensaftes zu ge- 
winnen; es waren etwa drei gr6éfere Tropfen einer fast wasser- 
klaren Fliissigkeit, die blaues Lackmuspapier intensiv rotete; 
Kongopapier wurde durch sie nicht geblaut. 

Aus letzterer Tatsache diirfen wohl keine Schliisse auf das Fehlen 
von Salzsiiure im Magensaft gezogen werden; denn bei dem Leiden des 
Kindes ist eine Abstumpfung der freien Salzsiure durch alkalischen Schleim 
oder Speichel denkbar. Der Entleerung des Magensaftes waren Saug- 
versuche vorangegangen, die aber nur kurz fortgesetzt worden waren, 
da das Kind an diesem Tage nicht zu regelrechtem Saugen veranlalt 
werden konnte. 

Ein Tropfen des Saftes wurde mit etwa der vierfachen 
Menge "/10-Salzsiiure versetzt und mit zwei Mettschen Eiweif- 
rohrehen und tiberschiissigem Toluolzusatz in den Brutschrank 
(39°) gestellt. Nach 16 Stunden waren an allen vier Enden 
der Rohrchen tiber 2 mm der Eiweifsiulchen verdaut. Der 
Saft enthielt demnach ein kraftig wirksames Pepsin. 

Der Rest des Magensaftes diente zur Untersuchung auf 
Lipase nach der Volhard-Stadeschen Methode. Beziiglich 
aller Einzelheiten verweise ich auf meine (mit T. Kopeé ge- 
meinsam verfafte) Mitteilung in der Zeitschrift fiir Biologie, 
Bd. LHI, S. 201, 1909. Bei einer Einwirkungsdauer von 23!/2 
Stunden lief8 sich eine Spaltung von 33,7°/o des in der Eigelb- 


Cohnheim und F. Soetbeer, Diese Zeitschrift, Bd. XXXVI, 


S. 467, 1903. 
*) H. Nothmann, Arch. f. Kinderheilk., Bd. LI, S. 123, 1909. 
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emulsion enthaltenen Fettes nachweisen. Diese Beobachtung 
bestitigt unsere an Leichenmaterial gewonnenen Befunde, dab 
der menschliche Neugeborene tiber eine kriftig wirksame Magen- 
lipase verfiigt. 

Es gelang ferner, von dem Kinde eine griSere Menge 
reinen Speichels zu gewinnen. Am 11. XII. wurde ein Nélaton- 
katheter in den Oesophagusblindsack eingefiihrt und der Sack 
durch Ansaugen (mittels eines am Katheter befestigten Glas- 
rohrs) vollig entleert. Die erhaltene zihe, leicht gelblich ge- 
firbte triibe Fliissigkeit stellte offenbar ein Gemisch von Schleim 
und Speichel dar; sie enthielt ein sehr wirksames diastatisches 
Ferment. Schon 5 Minuten nach Zusatz zu einer 2°/oigen Lé- 
sung (Quellung) von Stirkemehl fiel die Trommersche Probe 
stark positiv aus. Khodankalium lieB sich nicht nachweisen. 

Nach der Ausheberung des Oesophagusinhaltes erhielt 
nun das Kind einen undurchlochten Gummisauger in den Mund, 
an dem es sehr kraftig 20 Minuten lang saugte und schnullte. 
Danach wurde der Oesophagusblindsack in gleicher Weise 
wiederum ausgehebert. Er enthielt jetzt ca. 2!/2 ccm einer 
leicht getriibten opalescierenden, etwas fadenziehenden Fliissig- 
keit, die beim Schiitteln leicht schiitumte und deutlich alkalisch 
reagierte. Es handelte sich offenbar um reinen Speichel. Die 
Halfte wurde in der iiblichen Weise mit Salzséure und ver- 
diinnter Ejisenchloridlésung auf Rhodankalium untersucht; 
auch diese Probe fiel negativ aus. Diese Beobachtung steht 
im Einklang mit den bisherigen Angaben von Rittershain,') 
Pribram,?) A. Keller,*) A. Mayer‘) und Moll,*) die auch 
bei alteren Sduglingen Rhodankalium im Mundsekrete vermiften. 

Mit der anderen Halfte des ausgeheberten Speichels wurde 
eine quantitative Priifung der diastatischen Wirk- 


') Ritter von Rittershain, Jahrb. f. Physiol. u. Pathol. des ersten 
Kindesalters 1868, S. 131. 

*) Pribram, zit. nach Czerny-Keller, Des Kindes Ernahrung, 
Ernahrungsstérungen und Erniahrungstherapie, 1906, S. 45. 

3) A. Keller, ibidem, S. 45. 

*) A. Mayer, Deutsch. Arch. f. klin. Med., Bd. LXXIX, S. 209, 1904. 

5) L. Moll, Monatsschr. f. Kinderheilk., Bd. IV, S. 307, 1905. 
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samkeit nach den Vorschriften von J. Wohlgemuth!') aus- 
gefihrt. 


Digestionsdauer 65’. 


Menge des Speichels 5cem 1 °%/oiger Stairkelésung 

(Kahlbaum) 

0,5 

0,2 

01 + 

0,08 + 

0,025 limes 

0,0125 

0,006 
= 100 


Der gefundene Wert betrug D*’ = 100. Wie die bei- 
gegebene Tabelle zeigt, wurden leider nur wenige Abstufungen 
in der zu untersuchenden Fermentmenge vorgenommen. Es 
laf8t sich aus ihr nur entnehmen, daf der Wert fiir D tiber 100 
und unter 200 gelegen war. Es ergibt sich hieraus jedenfalls 
die bemerkenswerte Tatsache, dai die Wirksamkeit des Ptyalins 
des menschlichen Neugeborenen der des Erwachsenen nur 
wenig nachsteht, deren Werte nach Wohlgemuths Unter- 
suchungen zwischen 156 und 500 schwanken. 

Ein kleiner Rest des Speichels wurde auf Maltase ge- 
prift; er wurde mit 50 ccm einer 4°/oigen Maltoselésung unter 
Chloroformzusatz 23 Stunden bei 39° im Brutschrank belassen ; 
dann wurde die Fliissigkeit durch frisch gefiilltes Bleihydrat 
enteiweift und durch Natriumsulfat vom BleiiiberschuB befreit ; 
das Filtrat wurde mit salzsaurem Phenylhydrazin und Natrium- 
acetat (2: 3) im UberschuB versetzt, filtriert und zwei Stunden 
lang im kochenden Wasserbad gehalten. Wahrend des Kochens 
fiel kein Osazon aus; erst nach dem Erkalten bildeten sich 
Krystalle, die auch mikroskopisch als Maltosazon anzusprechen 
waren. Es war also keine Dextrose gebildet worden. Da die 


!) J. Wohlgemuth, Biochem. Zeitschrift, Bd. IX, S. 1, 1908. 
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fiir diesen Versuch verwandte Speichelmenge sehr gering war, 
moéchte ich glauben, daSi aus dem negativen Ergebnis keine 
bindenden Schliisse gezogen werden diirfen. Es sei hier er- 
wihnt, daf ich bereits friiher') wisserige Extrakte bezw. Organ- 
breie von Speicheldriisen neugeborener Kinder mehrmals auf 
Maltase untersucht hatte, stets mit negativem Resultat; doch 
kann ich auch beziiglich meiner friiheren Versuche nicht ent- 
scheiden, ob bei Verwendung reichlicheren Materials und even- 
tuell bei noch langerer Einwirkungsdauer auf die Maltose die 
Resultate nicht doch positiv geworden wiiren. 

Zu weiteren Untersuchungen des Speichels, z. B. auf Oxy- 
dasen reichte leider das Material nicht aus. 

Die Tatsache, daf lediglich auf Grund des Saug- bezw. 
Lutschaktes am verschlossenen Gummisauger eine gréfere 
Speichelmenge sezerniert wurde, scheint mir an sich von Inter- 
esse zu sein. Auch Cohnheim und Soetbeer?) beobachteten 
bei ihren 14 Tage alten Hiindchen starke Speichelsekretion, 
wenn sie sie an einer nicht milchenden Hiindin saugen liefen. 

Als wesentlichste Ergebnisse der mitgeteilten Beobach- 
tungen modchte ich hervorheben: 

1. Der Magensaft des neugeborenen Menschen 
enthalt eine auf fein emulgiertes Fett kriftig ein- 
wirkende Lipase. 

2. Der Saug- oder Lutschakt bewirkt beim mensch- 
lichen Saugling in den ersten Lebenstagen reflekto- 
risch eine reichliche Speichelsekretion. 

3. Der Speichel des neugeborenen Menschen ent- 
halt ein diastatisches Ferment, das an Wirksamkeit 
dem des Erwachsenen nur wenig nachsteht. Er enthialt 
kein Rhodankalium und wahrscheinlich auch keine 
Maltase. 


1) J. Ibrahim, Vernandl. d. Gesellsch. f. Kinderheilkunde, Céln, 


1908, S. 31. 
2) 0. Cohnheim und F. Soetbeer, |. c., S. 470. 
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Serologische Studien mit Hilfe der <optischen Methode.» ') 
IV. Mitteilung. ?) 


Von 
Emil Abderhalden und Ludwig Pincussohn. 


Mit 13 Kurvenzeichnungen im Text. 


(Aus dem physiologischen Institut der tierarztlichen Hochschule, Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 6. Dezember 1909.) 


In einer Reihe von Versuchen ist gezeigt worden, daf 
wir in der Beobachtung des Drehungsvermégens des Plasmas 
resp. Serums mit und ohne Zusatz bestimmter Substrate ein 
vortreffliches Mittel haben, um das Auftreten von bestimmten 
Stoffen, die wir vorlaufig ganz allgemein als Fermente be- 
zeichnen wollen, zu verfolgen. Der eine von uns hat diese 
Methode kurz als die «optische Methode» bezeichnet.1) Es 
zeigte sich, dafi nach subcutaner oder ganz allgemein nach 
parenteraler Zufuhr von Proteinen und Peptonen im Plasma 
resp. Serum Fermente auftreten, die Proteine resp. Peptone 
abbauen. Zahlreiche Kontrollversuche ergaben, daB normaler- 
weise derartige Fermente unter gleichen Bedingungen nicht 
nachweisbar sind. Die einfachste Vorstellung ist die, daf der 
Organismus an das Plasma Fermente abgibt, um die ihm un- 
gewohnten, in seinen ganzen Bau nicht hineinpassenden Pro- 
dukte abzubauen. Normalerweise werden durch den Verdauungs- 
und den darauf folgenden AssimilationsprozeB alle kompliziert 
und spezifisch gebauten Nahrungsstoffe ab- und vollstandig um- 


1) Vgl. hierzu: Emil Abderhalden, Die Anwendung der <optischen 
Methode» auf dem Gebiete der Immunita&tsforschung. Medizin. Klinik, 
Jg. 1909, Nr. 41. 

*) Emil Abderhalden und Ludwig Pincussohn, Uber den 
Gehali des Hnndeslutserums an peptolytischen Fermenten unter verschie- 
denen Bedingungen. III. Mitt. Diese Zeitschrift, Bd. LXII, S. 243, 1909. 
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gebaut. Der Darm bildet mit seinen Driisen eine miichtige 
Barrieére zwischen «Aulen- und Innenwelt». Umgeht man diese 
natiirliche Scheidung und Umpriigung durch parenterale Zufuhr 
von «<artfremdem» Material, dann wird der Organismus ge- 
notigt, innerhalb seiner Korperzellen und nach unseren Ver- 
suchen schon im Plasma einen Abbau vorzunehmen, um sich 
einesteils gegen schidliche Wirkungen derartiger Substanzen 
zu schiitzen und um andernteils deren Bausteine weiter ver- 
wenden zu kénnen. Wir kénnen die Abgabe von Toxinen 
durch Bakterien usw. und die beim Zerfall von derartigen Lebe- 
wesen frei werdenden Zellbestandteile ebenfalls in gewissem 
Sinne als eine parenterale Zufuhr von Fremdstoffen auffassen 
und uns vorstellen, daf der Organismus gegen derartige Stoffe 
auch Fermente und vielleicht ganz spezifische mobil macht.?) 
Eine grofBe Zahl von Fragestellungen harrt der Antwort. Wir 
haben auf breitester Basis die Bearbeitung des neu erschlossenen 
Gebietes begonnen. 
Zunichst such- 


ten wir die Frage Q. sccm Serum 


wie lange nach Versuch b tam Serum 


von Proteinen 
resp. Peptonen die 
abbauende Wir- 
kung des Plasmas 
resp. Serums 
nachweisbar ist. 


Ein 5500 g | 
schwerer Hund | | | | 
erhieltam6.X.09 cludes 6 © & 32 3% Ww 


10 einer 


1) Emil Abderhalden, Die Anwendung der <optischen Methode» 
auf dem Gebiete der Physiologie und Pathologie. Sitzungsber. d. Physiol. 
Gesellsch. zu Berlin, 29. X. 09. Mediz. Klinik, Jg. 1909, Nr. 46, und Uber 
die neueren Ergebnisse und die Ziele der Eiweifforschung. Berichte der 
Deutschen Pharmazeut. Gesellsch., S. 451, 1909. 
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2.5 °/oigen Gelatinelésung subcutan. Am 12. X. wurde ihm Blut 
entnommen und daraus durch spontane Gerinnung Serum 4a 
gewonnen. Wie Versuch I zeigt, baute dieses Serum Gelatine 


ab und ferner auch Seidenpepton. 
Versuch II zeigt, 


a. tem 4% daf durch Erwiirmen 
des «aktiven» Serums 
Veouck II 50, physwoieg 
COU” Serum auf 60° das Vermo- 
OS , iden 
gen. Seidenpepton zu 


- geht. Versuch III er- 
Pt | gibt das gleiche Re- 
sultat bei Anwen- 
dung von Gelatine. 
=a Am 15. X. 09 er- 
hielt das Versuchs- 
tier 10 cem einer 5°/oigen Gelatineldsung subcutan und am 
18. X. noch einmal dieselbe Menge. Am 21. X. wurden 50 ccm 
Blut entnommen. Daraus wurde Serum 4b gewonnen. Wie 
Versuch IV 
zeigt, spaltete 


Qa. Lamcrumst 


2, 


2s, phystoleg dieses Serum 

Sarum (He Sed aah : 
physwlog Hocksaledosung erhielt der Ver- 


45, phystodog Aocksalilosung 


mehr. Das Se- 
"| | | ~ = rum 4c des am 
£29. X. entnom- 
menen Blutes 
| | | (50 cem) spal- 
tete noch Gela- 


tine, jedoch 
schon in erheblich geringerem Grade (Versuch V). Am 3. XI. 
injizierten wir nochmals 20 cem einer 10°/oigen Gelatinelésung. 
Am 11. XI. wurde Blut entnommen. Das aus ihm gewonnene 


2 

C Lam 1% suchshund 

| 
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Serum 4d spal- 


teteSeidenpep- IV 


ton und ein aus _ 


Serum 
45, 


T T T 

Gelatine ge- | 
wonnenes Pep- | | 
ton ganz er- ~“ 
such VJ). | | | 
Ausdiesen ‘dwt 2 6, 0 & % 30 


Versuchengeht hervor, 
dafi das Plasma resp. 
Serum auch langere 
Zeitnacherfolgter par- 
enteraler Zufuhr von 
Eiweib die Eigenschaft 
behalt, wenn auch in 
verringertem MaBe, Ei- 
weif resp. Pepton ab- 
zubauen. Die Versuche 
bestatigen die friihe- 
ren Befunde, daf kein 
auf das zugefiihrte Pro- 
tein resp. Pepton spe- 
ziell eingestelltes Fer- 
ment entsteht. Nach 
Zufuhr von Gelatine 
wurden Gelatine, Ge- 
latinepepton und Sei- 
denpepton abgebaut. 
Es wird nun unsere Auf- 
gabe sein, festzustellen, ob 
es gelingt, durch Uber- 
tragung des Blutes eines 
«immunisierten» Hundes 
auf einen normalen Hund, 
bei diesem ebenfalls Fer- 


mentbildung anzuregen. 


a teem Sarum 4° 
QS, 0% 


6 team Serum 
4, 
4S; 


Q tamTerum 
, 10% 
50, phystolog Aocksaldosung 


Verouch 
6 tam Jerum 
05, W% 
50, phystolog 
- 09° 
J 
| | 
0304 |__| — 
-020% - 
4 2 3 6 9 2 48 
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Dieser Versuch ist notwendig, um festzustellen, ob eine ein- 
malige, langere Zeit im Plasma nachweisbare Fermentbildung 
vorliegt, oder aber, ob eine langer dauernde Fermentabgabe 
eintritt. Um diese Versuche durchfiihren zu kénnen, muB die 
Vorfrage entschieden werden, ob die Ubertragung von Plas- 
ma resp. Serum vom normalen Hund auf einen ebensolchen 
nicht auch schon Fermentbildung veranlaBt. Diese Versuche 
sind unter gleichzeitigen Parallelversuchen mit artfremdem Serum 
im Gange. 

Eine weitere Reihe von Versuchen verfolgte das Ziel, 
festzustellen, ob nicht etwa die Injektion von nichteiweifartigen 
Substanzen ebenfalls im Plasma resp. Serum Veranderungen 
bewirkt, die zum Abbau von zugesetzten Proteinen resp. Pep- 
tonen fiihren. Es sind Versuche mit verschiedenen Kohlen- 
hydraten und Fetten ausgefiihrt worden. Der Erfolg war aus- 
nahmslos ein negativer. Wir haben bis jetzt nur dann 
auf Eiweif resp. Peptone eingestellte Fermente im 
Plasma hervorrufen kénnen, wenn wir Proteine resp. 
Peptone subcutan resp. intravends einfiihrten oder, 
wie wir gleich anfiihren werden, per os soviel EKier- 
eiweif zuftihrten, da& unveradndertes resp. wenig ab- 
gebautes Eiweif in die Blutbahn gelangte. 

Versuch VII zeigt, 


Qudb tsamJerum/© daB wiederholte Injek- 


Veeouch 05, tion von Kochsalzlisung 
i keinen Erfolg hatte. Ein 
5000 g schwerer Hund 

| | erhielt am 5. X. 09 
6 9 o& 30 10 ccm einer 0,5°/oigen 


Kochsalzlésung subcu- 
tan. Die Injektion wurde am 11. und 12. X. vormittags wie- 
derholt. Am 12. X. wurde nachmittags Blut entnommen und 
daraus Serum 1a gewonnen. Versuch VII zeigt, daB das Serum 
Seidenpepton nicht spaltete. 

Am 18. X. erhielt das Versuchstier 3 ccm einer 10°/oigen 
Seidenpeptonlésung subcutan. Das am 21. X. gewonnene Serum 
(1b) spaltete Seidenpepton und Gelatine sehr gut (Versuch VIII). 
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Beim Erwarmen auf 
60° wurde das Serum 
inaktiv. Das am 10. 
XI., also nach 20 Ta- 
gen, entnommene 

Blut ergab einSerum, 
das Seidenpepton 

nicht mehr abbaute. 


Es war somit das -2 


urspringlich vorhan- 
dene Ferment wie- 
der verschwunden. 


Vgl. Versuch IX mit - 


Serum 1c. 

Diese Versuche 
bestatigen die 
friiheren Befunde, 


dafS kein fiir die injizierte 
spezifisches Ferment erzeugt wird, ebenfalls. 


a. 


Jerum 


QS, Wr Jaderpeploniasung 


50, physi Nal 
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teem Serum?) naktinert 
VIII OS , W% Seiden, 
50 , phystolog Na Losung 
C tsamdeun 
1% 
- 08" yer 
} | 
| 

~ O60) 

- 430 
ase | | 

| i | 
2 3 «+5 6 8 W 


Eiweif- resp. Peptonart 
Gleich- 


zeitig wurde festgestellt, daB drei Wochen nach der 
zuletzt erfolgten Injektion von Seidenpepton keine 
spaltenden Eigenschaften des Serums auf Seiden- 
pepton mehr festzustellen waren. 

Bei einem weiteren Ver- 
suche gaben wir Ricinus- 
61 subcutan, um festzu- 


stellen, 


ob fettspaltende 


Fermente auf diesem Wege 
im Plasmahervorzubringen 
sind. Das gewonnene Se- 
rum (Serum 5b) liefen 


tecm Jerum 
Versuch IK. 95, 0% Seidenpeplonlo sig 
50. phystolog Hocrsalalosung 
| 
-030" 
| 
Stunden 4 2 3 6 9 2 


wir auch auf Seidenpepton und auf Gelatine einwirken. Es trat 
keine Spaltung ein (Versuch X). Der 7000 g schwere Versuchs- 
hund erhielt am 11. X. 09 1 cem Ricinus6] subcutan. Am 13. X. 
wurde ihm Blut entnommen. Am 15. X.09 wurden 2,5 cem und 
am 18. X. 5,0 ccm Ricinus6l subcutan injiziert. Das am 21. X. 
entnommene Blut lieferte das zudem Versuch X dienendeSerum)5b. 
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Nachdem im hiesigen Institute der Nachweis gegliickt 
war, dai nach parenteraler Zufuhr von Eiweifstoffen und von 
Peptonen Fermente im Plasma auftreten, die diese Stoffe ab- 
bauen, lag es nahe, auf experimenteller Basis das Phiinomen 

der Uberempfindlichkeit 


a teem Serum 
in Angriff zu nehmen. Es 
VDerouck X  schienen uns zunichst zwei 
: 
teem Serum Moéglichkeiten vorhanden zu 


+5, plystolog sein. Ks ist denkbar, daB der 


Organismus nach parenteraler 
06, ‘i Zufuhr von Proteinen resp. 
| RPeptonen und auch anderen 
Stoffen zuniichst so viel Fer- 
| mente an das Plasma abgibt, 
sack daB bei Wiederholung der Zu- 

| fuhr ein zu rascher Abbau 


erfolgt. In diesem Falle wiir- 
den in kiirzester Zeit gréBere Mengen von einfacheren und 
einfachsten Abbaustufen frei. Es kénnten diese Produkte das 
Bild der Anaphylaxie bedingen. Es ware auch denkbar, daf 
gewisse Abbauprodukte an und fiir sich giftige Eigenscshaften 
haben. Es mute auch mit der Méglichkeit gerechnet werden, 
dafi umgekehrt Hemmungskoérper auftreten, die den normalen 
Abbau der zugefiihrten Stoffe hintanhalten. Wir versuchten 
durch direkte Versuche diesem Probleme niher zu kommen, 
indem wir im Zustande der Uberempfindlichkeit Blut entnahmen 
und das erhaltene Serum auf Seidenpeptonlésung einwirken 
lieBen. Es zeigte sich bisher keine Beschleunigung des Abbaus. 

Ein 8000 g schwerer Hund erhielt am 5. X. 10 ccm einer 
2°/oigen Eiereiweiblésung subcutan. Am 26. X. wurden 4 g 
Eiereiweif intravenés eingefiihrt. Es traten bald starkes Er- 
brechen und Diarrhée auf. Nach kurzer Zeit war das Ver- 
suchstier soporés. Das Tier wurde sofort aus der Carotis ent- 
blutet. Die Carotis war fast leer. Das meiste Blut befand sich 
in den BauchgefiiBen. Das Blut gerann nicht spontan, selbst 
nach 5tigigem Stehen war noch keine richtige Gerinnung ein- 
getreten. Das Plasma schied sich unvollstindig ab. Beim Zentri- 
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fugieren des Plasmas erfolgte Gerinnung. Mit dem so erhaltenen 
Serum (2) ist Versuch XI ausgefiihrt worden. 
Ein 9000 g schwerer 


Hund erhielt am 5. X. Veroudh XI. 5 
10 cem einer 2°/oigen Eier- 50. 


T 
eiweiBlésung subcutan. Am 
2. XI. wurde das Versuchs- 


tier, nachdem ihm 4 g Ei- on 
worden waren, entblutet. 

Versuch XII ist mit dem aus diesem Versuche stammenden 
Serum (3) ausgefiihrt worden. 
Ergebendiese 


Versuche vor- XI. 

laufig auch 50. physualeg 

noch keine 

erkennbare 4 = 
Pha- | | 
nomens der det 3 6 9 @ & 20 35 
Anaphylaxie 


von dem von uns beobachteten Auftreten von Fermenten, so 
erscheint uns trotzdem ein Zusammenhang dieser Erscheinungen 
nicht ausgeschlossen. Wir denken zunichst in erster Linie an 
eine Reaktion zwischen den beim Abbau entstehenden Spalt- 
produkten und dem injizierten Material. Vielleicht hangt die 
wiederholt beobachtete schwere Gerinnbarkeit des Blutes im 
Stadium der Anaphylaxie mit dem Auftreten von Abbauprodukten 
aus dem zugefiihrten Eiweifi zusammen. 

In weiteren Versuchen entschieden wir die Frage, ob es 
gelingt, im Plasma Fermente durch enterale Zufuhr von grofen 
Mengen von Eiweif zu erzeugen. Es ist bekanntlich méglich, 
durch Uberfiitterung mit Eiereiweif dieses direkt zur Resorption 
zu bringen. 

Ein 8800 g schwerer Hund erhielt am 1. X.—8. XI. tag- 
lich das Eiereiwei8 von 7!/2 Eiern. Am 8. XI. wurde Blut ent- 
nommen. Versuch XIII zeigt, daB das aus diesem Blute 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXIV. 8 
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gewonnene Serum (6b) Seidenpepton spaltete. Das Auf- 
treten von Fermenten im Plasma ist somit abhiangig 
von der Zufuhr von fremdartigen Stoffen, gleichgil- 
tig, auf welchem Wege diese Zufuhr erfolgt. Da bis 
jetzt bei vielen 100 von Versuchen, die zu den verschiedensten 
Zeiten der normalen Verdauung ausgefiihrt worden sind, nie 
solche Fermente im Plasma speziell beim Hunde nachweisbar 
waren, diirfen wir den eben mitgeteilten Befund als weiteren 


wichtigen Beweis 

Versuch XM 05. ge dafiir kennzeich- 
nen, da& bei der 
| | normalen Verdau- 
ung unverander- 

| | weif nicht zur Re- 


sorption gelangt. 


Jedenfalls geht kein solches in die Blutbahn tiber. Vielleicht 
werfen diese Versuche auch einiges Licht auf die vielum- 
strittene «Albumosenfrage» (Vorkommen oder Fehlen von 
Albumosen im Blute). 

Nachdem festgestellt worden ist, da’ fremdartige Pro- 
teine und Peptone im Plasma zur Bildung resp. Abgabe von 
Fermenten an dieses (von K6rperzellen aus vielleicht) fiihren, 
war es nun von gréBter Wichtigkeit, nachzuweisen, in welcher 
Art der Abbau dieser Stoffe erfolgt, und bis zu welchen Ab- 
baustufen er fiihrt. Wir konnten zunachst nachweisen, da8 aus 
EiweifB Peptone entstehen. 

Wir injizierten einem 4700 g schweren Hund am 3. XI. 09 
3 cem einer 10°/oigen Seidenpeptonlésung subcutan. Am 8. XI. 
und 10. XI. erhielt das Versuchstier 5 ccm und am 13. und 
15. XI. 10 cem der gleichen Seidenpeptonlésung subcutan. Am 
18. XI. wurde das Tier entblutet. Das durch spontane Ge- 
rinnung erhaltene Serum verwendeten wir zu folgenden Ver- 
suchen. Wir gaben in eine Fischblase 20 ccm einer 5°/oigen 
Gelatinelésung resp. einer Eiereiweiflésung und fiigten dazu 
3 cem Serum vom «immunisierten» Tiere und dialysierten gegen 
destilliertes Wasser. In ganz entsprechender Weise setzten 
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wir mehrfach 1. das «Immunserum» allein an und 2. die Ge- 
latine- resp. Eiereiweiblésung allein und 3. die Gelatine- resp. 
EiereiweiBl6sung -+- Serum von normalen Hunden. Es lieB sich 
in den letzteren drei Versuchsreihen keine Biuretreaktion in 
der Aufenfliissigkeit nachweisen, hingegen gab das Dialy- 
sat der ersteren Versuche, d. h. Zusatz von «Immun- 
serum zu Gelatine- resp. Eiereiweiflésung nach 
kurzer Zeit intensive Biuretreaktion. 

Es wird nun unsere Aufgabe sein, in exakter Weise fest- 
zustellen, bis zu welchen Abbaustufen der Abbau geht, und 
speziell zu entscheiden, ob Aminosduren auftreten. 

Erwahnt sei noch, dai jodiertes Seidenpepton bis 
jetzt nach subcutaner Zufuhr nicht imstande war, im Plasma 
Fermentbildung anzuregen. Wir kommen auf die Versuche 
demniachst zuriick. 
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Ein roter Farbstoff im Harn. 


Von 
Dr. L. de Jager zu Stiens (Niederland). 


(Der Redaktion zugegangen am 14. Dezember 1909.) 


I. 


Wenn man Harn mit Salzsdéure und Formaldehyd versetzt, 
so entsteht bald ein Niederschlag. Dieser Niederschlag besteht 
aus einer Verbindung von Formaldehyd und Harnstoff, indem 
sich zwei Molekiile Harnstoff mit drei Molekiilen Formaldehyd 
unter Austritt von zwei Molekiilen Wasser vereinigen. Die 
Existenz dieser Verbindung ist zuerst von Goldschmidt?) fest- 
gestellt worden. Einige Jahre spiiter hat May?) dieselbe ein- 
gehend beschrieben. 

Ich kann der Beschreibung, welche May von dieser Ver- 
bindung gibt, beipflichten, nur méchte ich dieselbe in einigen 
Teilen ergianzen. 

Der Formaldehydharnstoff besteht aus radiiér gestreiften 
Kugeln. Zum Teil haftet er fest an dem Glas, zum Teil bildet 
er ein schillerndes Héiutchen an der Oberfliche. Der Ko6rper 
ist in allen bekannten Lésungsmitteln unldslich. Nach May 
wird er von starken Sauren gelést, aber unter Zersetzung. Beim 
Erhitzen mit 25°/oiger Schwefelsiéure tritt deutlicher Form- 
aldehydgeruch auf. 

Auch mir gelang es nicht, die Verbindung in Lésung zu 
bringen, weder durch Alkohol und Ather, noch durch Benzol, 
Chloroform, Amylalkohol usw. 

Doch gelingt es leicht, die Verbindung in honsentrierter 
Salzsiure zu losen. Zwar kann dabei eine teilweise Zersetzung 


') Bericht der chem. Gesellsch., Bd. XXIX, 1896. 
*) Deutsch. Arch. f. klin. Medizin 1900. 
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auftreten, doch trifft dieses nicht fiir die ganze Menge zu. Fiigt 
man, nachdem der Korper in Lésung gegangen ist, wobei eine 
leichte Erwaérmung erforderlich ist, Wasser hinzu, so bleibt die 
Lésung klar. Nach kurzer Zeit aber scheidet sich die Ver- 
bindung wieder in denselben Kugeln aus. Auch in verdiinnter 
Salzsdure ist die Verbindung nach langerem Kochen loslich, 
scheidet sich aber ebenfalls wieder aus. Setzt man zu einer 
Lésung in konzentrierter Salzséure Alkohol hinzu, so bleibt die 
Lésung langere Zeit klar, aber auch diese Losung ist nicht be- 
stindig. Dasselbe ist der Fall, wenn man in heifiem salzsauren 


Alkohol lost. 
Schwefelsiure und noch mehr Salpetersiure zersetzt die 


Verbindung. 

Es gelang mir ebenso wenig wie May, aus derselben Harn- 
stoff wieder zu gewinnen. 

Nach Huppert’) sollte die Fallung quantitativ sein. May 
fand aber im Harn nach Morner-Sjéqvist 13,53 g N, im 
Formaldehydniederschlag nur 1,87 g N. 

Diese Zahl ist entschieden zu niedrig. Um eine maximale 
Fallung zu bekommen, mui man eine gewisse Menge Form- 
aldehyd und Salzsiure zusetzen. Mit einer groSeren Menge beider 
Stoffe wird der Niederschlag geringer oder bleibt giinzlich aus. 

May teilt Tabellen mit, in denen die Reihenfolge, in welcher 
die Triibung auftritt, angegeben ist. 

Diese Reihenfolge ist aber ebenso wenig wie die Dicke 
des Niederschlags ein MaB fiir die Menge des letzteren. Ich 
versetzte 10 ccm einer 1°/oigen Lésung von Harnstoff mit 
wechselnden Mengen Formalin und Salzsiure. Spaterhin er- 
wies sich zwar, dai der benutzte Harnstoff 5°/o Wasser ent- 
hielt; dieses tut wenig zur Sache. 

Die Lésung blieb klar, wenn 2/s cem Formalin und 1 ecm 
Salzsdure hinzugesetzt war, ebenso bei einem Zusatz von 1 ccm 
Formalin und 2/3 cem HCl und 1 ccm Formalin und 1 cem 
HCl. (Das Formalin enthalt 40°/o Formaldehyd, die Salzsaure 


25°Jo HCI.) 


') Huppert-Neubauer, Harnanalyse, 3. Auflage. 
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Mit geringeren Mengen bekam ich immer eine Fallung, 
wenn auch erst nach langerem Zuwarten. 

Ebenso wie May fand ich, daB ein Uberschuf von Salz- 
siure weniger schadet als ein Zuviel an Formaldehyd. 

Ich setzte nun zu je 10 ccm einer 1°/oigen Harnstoff- 
lésung wechselnde Menge Formalin und HCI, filtrierte nach 
24 Stunden durch ein gewogenes Filter, trocknete bei gelinder 
Wiirme und bestimmte das Gewicht des Niederschlags. Dieser 
haftet stark an dem Glas, soda’, obwohl ich denselben so viel 
wie nur modglich war, mit einem Glasstab abkratzte, einiger 
Verlust unvermeidlich war. 


Tabelle I. 
Je 10 ccm Harnstofflésung wurden Gewicht des Nieder- 
versetzt mit schlags in mg 
1 ccm HCl und 220 mg Formalin 57 
1 » » $30 » 53 
1 » » » 440 >» 32 
15 » » » 220 » » 42 
15 >» » » 330 » > 7 
15 » » 440 > 21 
2 >» » » 220 » > 45 
2 > . » 330 » » 25 
2 > 440 » > 24 


Es geht aus dieser Tabelle hervor, daf eine maximale 
Fallung zustande kommt mit 200—300 mg Formalin und 1 ccm 
HCl, d. h. 3—4 Molekiile Formalin auf 6 Molekiile HCl. 

Aus 95 mg Harnstoff kann sich 137,75 mg C,H,)N,0; 
bilden. Ich fand héchstens 57 mg, d. h. 41,3°/o. Zwar ist 
die Fallung bei weitem nicht quantitativ, wie Huppert an- 
gibt, aber sie ist doch viel gréSer, als May fand. Vielleicht 
wird die Ausbeute mit einer geringeren Menge HCl gr6fer sein. 


‘Ich habe diese aber mit reinen Lésungen nicht weiter bestimmt, 


weil eine vollstindige Fallung doch nicht erfolgt. 
Ich wiederholte den Versuch mit Harn. 


4 
4 
4 
j 
; 
ve 


Ein roter Farbstoff im Harn. 113 


Je 10 ccm Harn werden versetzt mit Gewicht des Nieder- 
schlags in mg 
0,5 com HC] -+- 220 mg Formalin 115 
05 >» » + 440 » > 100 
10» » +220» 
40> » +40> > 
10 - » -+ 660 » > 38 
ib > » 90 
15 » » + 440 » > | 59 
1,5 >» 660 » » 38 


Auch hier ist die Menge Salzséure und Formalin zur 
maximalen Fillung dieselbe wie im ersten Versuch. Von einer 
quantitativen Fiallung ist nicht die Rede. Die Harnmenge be- 
trug 1640 ccm, die héchstgefundene Zahl 121 mg wiirde einen 
Gehalt von 13,678 g Harnstoff ergeben. 

Ein dritter Versuch mit Harn, wobei je 0,2, 0,4 und 0,6 ccm 
HC] und 110, 220 und 330 mg Formalin hinzugesetzt wurden, 
ergab denselben Erfolg. Das Gewicht des Niederschlags war 
am héchsten mit 220 mg Formalin zu 10 ccm Harn, die Menge 
HCl tibte wenig Einflu8. In den drei Proben mit 220 mg 
Formalin fand ich resp. 108, 108 und 105 mg. 

Zur maximalen Fallung ist also erforderlich zu 10 ccm 
Harn 0,5 bis 1 cem HCl und + 0,25 eem Formalin. 

Ich benutzte zu meinen weiteren Versuchen eine Loésung, 
welche in 1 ccm 0,25 ccm Formalin und 0,5 ccm Salzsaure 
enthalt, d. h. ungefahr molekulires Verhaltnis. 

Ich bestimmte an einigen Tagen auf diese Weise den 
Gehalt des Tagesurins an prazipitierbarem Harnstoff in 2 Proben 
zu je 20 ccm Harn. Die beiden Proben geben immer gut tiber- 
einstimmende Zahlen (z. B. 249 und 253 mg, 330 und 335 mg, 
390 und 391 mg). Im Tagesharn fand ich an 9 Tagen 18,040, 
21,038, 18,759, 18,998, 17,952, 22,610, 21,188, 22,649, 19,296 g, 
im Mittel 20,089 g, entsprechend 13,84 g Harnstoff. Vielleicht 
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kOnnte diese Fallung zu qantitativer Bestimmung brauchbar ge- 
macht werden. 

Die verbrauchte Menge Formalin in obigen Versuchen, 
d. h. 220 mg enthalt + 90 mg Formaldehyd, welche Menge 
174 mg C,H,,N,0, entspricht. Es miiBte also die Menge des 
Niederschlags grOBer sein, wenn alles Formaldehyd mit Harn- 
stoff in Verbindung treten wiirde. Doch tritt jedenfalls der 
weitaus grOBere Teil des Formaldehyds in diese Verbindung ein. 
Dies Resultat scheint befremdend. 

Die Formoltitrierung zur Bestimmung des Ammoniaks be- 
ruht auf der Bildung von Hexamethylentetramin, wobei man 
annimmt, daf durch den Formaldehyd die Ammoniakverbin- 
dungen zersetzt werden. Ebenso wird von den Aminosiuren 
Formaldehyd in Anspruch genommen. Doch bildet sich bei 
Anwesenheit von Salzséure Formaldehydharnstoff. In einer 
Probe eines mit Ammoniumsulfat ges&ttigten Harns entstand 
nach Zusatz von Formalin und Salzséure ein Niederschlag, wie 
in normalem Harn. Daraus geht hervor, daB Ammoniakver- 
bindungen nicht durch den Formaldehyd zersetzt worden sind, 
sondern dal} erst durch Alkali das Ammoniak in Freiheit ver- 
setzt werden mu, bevor es mit dem Formaldehyd eine Ver- 
bindung eingehen kann. Letzteres sich wbrigens leicht 
beweisen. Kine Lésung von Salmiak wurde mit wenig Formalin 
versetzt, und nach kurzer Zeit Harnstoff und Salzsdéure hinzu- 
gesetzt. Es entsteht ein Niederschlag. Also hat sich keine 
Verbindung von Formaldehyd mit Ammoniak gebildet, denn 
eine Harnstofflésung wird von Urotropin (Hexamethylentetramin) 
und Salzsiéure nicht gefallt. 

Aus diesem Versuch geht fernerhin hervor, dafi die Wir- 
kung von Urotropin auf die Harnorgane nicht die Folge einer 
Abspaltung von Formaldehyd sein kann. Ware dies der Fall, so 
miiBte der abgespaltene Formaldehyd eine Verbindung mit Harn- 
stoff bilden, vorausgesetzt, da diese Abspaltung im Harn Platz 
greifen wiirde. Eine Bildung von Formaldehyd in den harn- 
bildenden Organen ist zwar méglich, nicht aber eine anti- 
septische Wirkung des Formaldehyds auf den Harn. 

Der Niederschlag enthilt keine Harnsiure, wahrend dieser 
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Korper von Salzsdure allein zum Teil gefallt wird. Zu einer 
Lésung von Harnsiiure in Natronlauge setzte ich Salzsiure, 
wobei sogleich ein Niederschlag entstand. Wenn zu der Urat- 
loésung Formalin zugegeben wird, so bleibt die Loésung nach 
Salzséurezusatz klar. Indes gelang es mir nicht, durch nach- 
herigen Zusatz von Formalin die durch Salzsiure gefallte Harn- 
siure wieder zu losen. 


I]. 


Von May wird der aus Harn erhaltene Kiérper beschrie- 
ben als ein feines, schwachgelbliches Pulver. 

Dieses trifft zu, wenn man den Niederschlag nach der 
von May angegebenen Methode behandelt. Es wird dieser 
Niederschlag nacheinander ausgewaschen mit heifem Wasser, 
Salzsiiure, Natronlauge, heiBem Wasser, Alkohol, Ather und 
auf dem Wasserbad getrocknet. 

Wenn man so verfihrt, erhalt man ein gelbliches Pulver. 

Doch enthalt dieses Pulver einen Farbstoff, welcher von 
May nicht gefunden zu sein scheint. 

Es ist bekannt, dafi Harn nach Zusatz von Salzsiiure 
nach einiger Zeit eine mehr oder weniger rote Farbe annimmt. 
Versetzt man Harn mit Formalin und Salzsiure, so wird er 
bald rot. Nicht jeder Harn zeigt diese Erscheinung deutlich, 
doch ist der Farbstoff immer anwesend. 

Ein von mir untersuchter Harn, welcher die Erscheinung 
sehr deutlich zeigt, war nach Zusatz von je 5°/o Salzséure 
und Formalin in 5 Minuten hochrot, nach 10 Minuten zeigte 
sich eine Triibung. Der Farbstoff wird von dem Formalinharn- 
stoff niedergerissen. Ob der Farbstoff selbst gefallt wird, habe 
ich nicht feststellen kOnnen, weil es auf keine Weise gelingt, 
denselben von dem Harnstoffniederschlag zu trennen. Doch 
ist es mir wahrscheinlich, da’ der Farbstoff selbst unléslich ist. 

Der Formaldehydharnstoff, wie er aus Harn gewonnen 
wird, stellt ein gelbes bis ziegelrotes Pulver dar. Die Farbe 
ist abhangig von der Menge der im Harn enthaltenen Chro- 
mogene und zweitens von der Zeit der Kinwirkung. Der Farb- 
stoff wird schneller gefallt als der Harnstoff. Ob letzterer den 


4 
| 
| 
‘ 
| 
| 


116 L. de Jager, 


Farbstoff mechanisch mitreiBt oder ob man mit zwei Fallungen 
zu tun hat, lasse ich dahingestellt, aber man kann den Farb- 
stoff konzentrieren, wenn bald filtriert wird. 

Ich versetzte 200 ccm Harn mit je 12,5 ccm Formalin 
und Salzsiure; nach 10 Minuten, sobald der Harn anfing sich 
zu triiben, wurde filtriert. Das rote Filtrat triibte sich sofort 
wieder; der zweite Niederschlag wurde abfiltriert und das 
Filtrat nach 24 Stunden nochmals filtriert. Der erstentstan- 
dene Niederschlag ist lebhaft rot, der zweite und dritte orange- 
farben. 

Ich versetzte drei Proben Harn aus je 250 ccm mit 
12,5 ccm Salzsiure und resp. 3,0, 6,20 und 12,5 ccm Formalin. 
Letztere Probe fing zuerst an sich zu triiben. Sobald die erste 
‘Triibung sichtbar war, wurde filtriert. Der Niederschlag aus 
der ersten Probe mit 3 ccm Formalin war violettrot, aus der 
zweiten mit 6,20 ccm Formalin karminrot, aus der dritten mit 
12,5 ccm Formalin ziegelrot. Die Ausbeute betrug umgekehrt 
resp. 0,250, 1,070 und 2,050 g. 

Werden Reagenzrdhren benutzt, so ist der untere Teil 
des Niederschlags rot und der obere Teil fast weil. 

Der rote Niederschlag zeigt dieselben Eigenschaften L6sungs- 
mitteln gegeniiber wie reiner Formaldehydharnstoff. 

Die Losung gelang nur in Mineralsduren. In konzentrier- 
ter Salzsiure lost sich der Farbstoff bei gelinder Erwarmung 
leicht, und die LOsung kann mit Wasser oder Alkohol verdiinnt 
werden. Doch scheidet sich der K6rper nach einiger Zeit 
wieder aus; aus der wiisserigen Lésung sehr bald, wahrend die 
alkoholische Lésung bestindiger ist. Durch Zusatz von Wasser 
wird diese Lésung triibe. Weniger leicht gelingt die Losung 
in mit Wasser oder Alkohol verdiinnter Salzséiure. Konzen- 
trierte Schwefelséiure list den Farbstoff auch, es tritt dabei 
aber eine Zersetzung auf, indem die Lésung beim Erwarmen 
schwarz wird: nach Zusatz von Alkohol entsteht eine blaulich- 
rote Lésung. 

In Salpetersiure lést sich der Farbstoff mit gelber Farbe, 
nach Zusatz von Kali- oder Natronlauge wird die Farbe orange- 
farben bis braun. 
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Durch Alkalien oder Ammoniak wird die Farbe gelblich, 
bei Zusatz von Saure kehrt die rote Farbe wieder zuriick. Da 
May den Niederschlag zuletzt mit Natronlauge behandelt, ist es 
verstandlich, daf das von ihm erhaltene Pulver eine gelbliche 
Farbe besessen hat. 

Wird das rote Pulver mit Natronlauge wihrend lingerer 
Zeit gekocht, so bekommt man eine braune Liésung, welche 
durch Séurezusatz nicht wieder rot wird. Der ungelést geblie- 
bene Rest wird aber durch Saurezusatz wieder rot. 

Nicht aus jedem Harn gelingt es, ein deutlich rotes Produkt 
zu bekommen. Doch kommt beim Lésen in Salzsiure die rote 
Farbe immer zum Vorschein. Der Farbstoff ist sehr bestindig. 

Die salzsaure alkoholische L6sung wurde mit Chloroform, 
Ather, Benzol, Amylalkohol, Essigiither usw. behandelt. Keines 
dieser Loésungsmittel loste den Farbstoff im geringsten. 

Die Lésung in salzsaurem Alkohol verdunkelt das violette 
Ende des Spektrums bis an das Gelb, in gréSerer Verdiinnung 
tritt ein Absorptionsstreifen auf, welcher den Raum von Linie 
b bis F einnimmt. Dieser Absorptionsstreifen kommt tiberein 
mit dem Absorptionsstreifen, welchen Arnold’) angibt fir 
das von ihm beschriebene Nephrorosein, wenn zugleich Uro- 
bilin anwesend ist. 

Der beschriebene Farbstoff ist im Harn nicht als solcher 
anwesend, sondern muff entweder ein Zersetzungsprodukt 
oder eine Formolverbindung eines praformierten K6rpers sein. 
Als Muttersubstanz kommen in Betracht Indol, Skatol, Uro- 
chrom, Urobilin und Urorosein. Letzterer Korper soll nach 
Porcher und Hervieux?) identisch sein mit Skatolrot, ebenso 
wie mehrere andere rote Harnfarbstoffe (Uroerythrin, Purpurin, 
Uromelanin usw.). 

Ich sattigte nach den Angaben Garrods*) ein Quantum 
Harn mit Ammoniumsulfat und setzte absoluten Alkohol zu 
dem klaren Filtrat. Es gelang mir nicht, diese Losung von 
Urochrom durch Lésen in Wasser und Séttigen mit Ammonium- 


') Diese Zeitschrift, Bd. LXI. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. XLV. 
*) Nach Huppert-Neubauer, Harnanalyse, 3. Aufl. 
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sulfat weiter zu reinigen. Der Niederschlag enthalt neben 
Urobilin noch Uroerythrin und Haématoporphyrin. Die alkoho- 
lische Lésung desselben wird nach Salzséurezusatz rot; wird 
zugleich Formalin zugesetzt, so bleibt die Farbe dieselbe. 

Die alkoholische Urochromlésung wird ebenfalls durch 
Salzsiiurezusatz rot, aber erst nach einiger Zeit. Zusatz von 
Formalin und Salzsdure ruft fast sofort eine rote Farbe hervor, 
und nach einiger Zeit setzt sich ein dunkelroter Niederschlag 
ab. Dieser besteht aus kleinen Kugeln, zumeist mehreren an- 
einander gereiht, wodurch ein Bild entsteht, das an Blutkoralle 
erinnert. Diese Losung enthilt also noch Harnstoff. Um diesen 
zu entfernen, setzte ich Oxalsiéure hinzu, konzentrierte die 
Losung durch Erwérmen und filtrierte nach einiger Zeit. Die 
jetzt braune LOsung wurde versetzt mit Formalin und Salz- 
sdiure, wodurch nach einiger Zeit ein rotbrauner Niederschlag 
entstand, welcher dieselben Eigenschaften zeigte wie der aus 
Harn gewonnene. Nur war die salzsaure Lo6sung weniger leb- 
haft rot. Offenbar bestand der Niederschlag noch zum Teil aus 
Formylharnstoff. Zum gelbbraunen Filtrat setzte ich Harnstoff. 
Der dadurch entstandene Niederschlag war gelblich, die L6sung 
desselben in Salzsaéure ist gelb. Doch bleibt noch immer das 
Filtrat gefarbt. 

Die Muttersubstanz ist also enthalten in der nach Gar- 
rod bereiteten Urochromlésung. Die Formylverbindung ist im 
Gegensatz zu dem Urochrom von Garrod nicht im geringsten 
hygroskopisch, ist unldslich in Wasser und Weingeist; Blei- 
acetate oder Silbernitrat entfarben die Loésung in salzsaurem 
Alkohol nicht. Dagegen gibt dieselbe ebenso wie das Urochrom 
die Xanthoproteinreaktion. Der Absorptionsstreifen im Spektrum 
beweist aber, daB noch eine andere Verbindung anwesend ist. 
Nach Garrod zeigt zwar eine reine Urochromlésung nach er- 
hitzen mit Aldehyd den Urobilinstreifen. Nach Dombrowski!) 
liegt aber die Ursache im inaktiven Urobilin, das durch das 
Aldehyd aktiviert wird. Das von letzterem dargestellte Uro- 
chrom zeigte keine Farbenanderung weder durch Mineralsauren 
noch durch Alkalien. 


1) Diese Zeitschrift, Bd. LIV. 
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Obwohl das Spektrum einen Absorptionsstreifen zeigt, 
welcher fast mit dem Urobilinstreifen zusammenfiallt, scheint 
mir doch der Farbstoff dem Urobilin nicht zu entstammen. 
Es wird die Bildung der roten Farbe zwar sehr beschleunigt 
durch Formaldehyd, doch entsteht dieselbe auch durch Salz- 
siiure allein, wenn auch erst nach lingerer Zeit. Versetzt man 
Harn mit Salzsiure, so wird, wenn derselbe nach 24 Stunden 
rotgefarbt erscheint, der Farbstoff mitsamt dem Harnstoff sofort 
von Formalin gefiillt. 

Das Spektrum des Skatolrot, wie es von Porcher und 
Hervieux!) und von Staal?) angegeben wird, ist ein ganz 
anderes. Ob der Farbstoff identisch ist mit dem Nephrorosein 
Arnolds, lasse ich dahingestellt. 

Einer gepaarten Schwefelsiureverbindung entstammt der 
Farbstoff nicht. Es miiBte dann aus dieser Verbindung auch 
durch die Salzséiure die Schwefelsiure abgespalten werden. 
Ich versetzte zwei Proben Harn, die eine mit Salzséure, die 
andere mit Formalin und Salzsaure, filtrierte nach 24 Stunden 
und setzte Baryumchlorid hinzu. In beiden Proben wurde die 
niimliche Menge Baryumsulfat gefiallt. 

Jedenfalls scheint die Muttersubstanz des Farbstoffs in 
jedem Harn anwesend zu sein. Der Farbstoff fallt zugleich 
mit dem Formylharnstoff aus, auch wenn der Niederschlag 
nicht die rote Farbe zeigt. Unter welchen Umstinden die 
Farbe mehr oder weniger rot erscheint, ist mir bis jetzt nicht 
gelungen zu erforschen. Eine deutliche Rotfarbung kommt bei 
vollkommen normalem Harn vor und zwar, wie mir scheint, 
bei demselben Individuum immer mit derselben Intensitat. 

Zum Schluf noch eine praktische Bemerkung. Der Formal- 
niederschlag haftet so fest an dem Glase, dafi derselbe mecha- 
nisch nicht zu entfernen ist, sondern mit heifer konzentrierter 
Salzsiiure oder noch besser Schwefelsiéure gelést werden muB. 


") Diese Zeitschrift, Bd. XLV. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. XLVI. 
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Ober die quantitative Bestimmung der Aminosauren, Polypeptide 
und der Hippursdure im Harne durch Formoltitration. 


Il. Mitteilung. 


Von 
V. Henriques und S. P. L. Sérensen. 


(Aus dem physiologischen Laboratorium der kgl. tierarztlichen und landwirtschaftlichen 
Hochschule und aus dem Carlsberg-Laboratorium, Kopenhagen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 18. Dezember 1909.) 


In dieser Zeitschrift hat neuerdings L. de Jager’) eine 
Arbeit mit dem Titel «Beitrage zur Harnchemie» verdffentlicht. 
Jager macht in seiner Abhandlung auf das folgende eigent- 
tiimliche Verhaltnis aufmerksam: Bei der Formoltitrierung einer 
Mischung von Glykokoll und Salmiak wird eine geringere Natron- 
menge verbraucht als die Summe der bei getrennter Formol- 
titrierung von den einzelnen Bestandteilen der Mischung ver- 
brauchten Natronmengen. Es handelt sich hier um eine bisher 
iibersehene Fehlerquelle bei der Formoltitration, und wir haben 
daher einige Versuchsreihen angestellt, um die Bedeutung dieser 
Fehlerquelle unter verschiedenen Umstaénden und zwar beson- 
ders bei Harnanalysen teststellen zu kOnnen. Es geht aus 
diesen, im ersten Abschnitte der gegenwartigen Abhandlung 
besprochenen Versuchen hervor, dai die Jagersche Beobach- 
tung richtig ist, und daB die erwahnte Fehlerquelle von Be- 
deutung sein kann, wenn hinlanglich grofBe Ammoniakmengen 
anwesend sind. 

Bei der Formoltitrierung normaler Harne auf die von uns 
angegebene Weise?) ist der Fehler, wie wir nachweisen konnten 
und wie es im zweiten Abschnitte dieser Abhandlung er- 
wahnt worden ist, kaum oder gar nicht merkbar. Bei Unter- 


') Diese Zeitschrift, Bd. LXII, S. 333 (1909). 
*) Diese Zeitschrift, Bd. LX, S. 2 (1909). 
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suchung sehr ammoniakreicher Harne und besonders solcher 
Harne, die zwecks Spaltung von Polypeptiden mit Salzsaure 
eingedampft worden sind,!) kann man dagegen die hier er- 
wahnte Fehlerquelle nicht aufer acht lassen. In solchen Fiillen 
musi das Ammoniak vor der Formoltitrierung entfernt werden; 
ein diesem Zweck entsprechendes Verfahren, welches selbst- 
verstindlich auch benutzt werden kann, selbst wenn nur kleine 
Ammoniakmengen anwesend sind, wird gleichfalls im zweiten 
Abschnitte dieser Abhandlung beschrieben. 

Da es auch in der allerletzten Zeit?) in Zweifel gezogen 
worden ist, ob normaler Menschenharn sicher nachweisbare 
Mengen von Aminosiiuren regelmiéfig enthalt, haben wir unsere 
ganze Versuchsmethodik noch einmal durcbgemustert. Ganz be- 
sonders haben wir die Aufmerksamkeit auf eventuelle Fehler- 
quellen bei unserem Verfahren zur Bestimmung der peptidge- 
bundenen Stickstoffmenge im Harne gerichtet. Einige zur Be- 
leuchtung dieser Frage angestellte Versuche sind im dritten 
Abschnitte der gegenwartigen Abhandlung erwiihnt. Aus 
dieser kritischen Durchmusterung unserer Versuchsmethodik 
und unserer Versuchsresultate glauben wir den Schluf ziehen 
zu diirfen, da die denselben anhaftenden Fehler nur von unter- 
geordneter Bedeutung sind, und daB sowohl Aminosduren 
wie auch Polypeptide als normale Bestandteile des 
Harns, auchim Menschenharne, regelmabig vorkommen. 

Wir haben die tiblichen Bezeichnungen «Aminosauren» 
und «Polypeptide» beibehalten, obwohl diese Namen den Er- 
gebnissen der Formoltitrationen nicht vollstindig entsprechen. 
Bei der Aminoséurebestimmung z. B. werden nicht nur die in 
die eigentlichen Aminosauren (z. B. dem Glykokoll) eingehenden 
Aminogruppen, sondern auch die in den Polypeptiden und noch 
komplizierteren Eiwei8abk6mmlingen vorhandenen formoltitrier- 
baren Aminogruppen bestimmt. Wir werden daher, um Mib- 
versténdnissen vorzubeugen, ausdriicklich betonen, daf unter 
dem tiblichen kiirzeren Ausdruck «Aminoséurestickstoff» die 


') Diese Zeitschrift, Bd. LXIII, S. 36 (1909). 
*) Siehe: H. Malfatti, Diese Zeitschrift, Bd. LXI, S. 499 (1909) 
und G. Oehler, Biochem. Zeitschrift, Bd. XXI, S. 484 (1909). 
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neben dem Ammoniakstickstoff noch vorhandene for- 
moltitrierbare Stickstoffmenge zu verstehen ist. Ebenso 
wird unter dem «Polypeptidstickstoff» die peptidgebundene 
Stickstoffmenge verstanden; diese letztere, korrekte und 
dabei ziemlich kurze Ausdrucksweise ist sowohl in dieser wie 
in unserer ersten Abhandlung 6fters benutzt worden. 


I. 


Fiir die folgenden Versuche wurden !/s molekulare wisse- 
rige Lésungen von Ammoniumchlorid (Amm.), Glykokoll (Glyk.), 
Alanin (Al.), Leucin (Leuc.) und Serin (Ser.) benutzt; der Leucin- 
l6sung war auferdem, der Schwerlislichkeit des Leucins wegen, 
so viel Natronlauge zugesetzt, daB die L6sung auch in bezug 
auf Natron '/5 molekular war. 

Die Formoltitrierungen wurden ganz wie friiher beschrieben 
ausgefiihrt, indem immer bis zu stark roter Farbe mit 
Phenolphthalein (drittes Stadium)') titriert wurde. Den ver- 
schiedenen Mischungen wurde im voraus so viel Wasser zu- 
gesetzt, daB das Volumen nach vollendeter Titrierung immer 
ungefahr 60 ccm betrug. Fiir jede Analyse wurden 10 ccm 
neutralisiertes Formol benutzt, die Kontroll6sung wurde dem- 
entsprechend aus 45 ccm ausgekochtem Wasser, 10 ccm neutra- 
lisiertem Formol, ca. 2,5 ccm ®/s5-Natronlauge und ca. 2,5 ccm 
n's-Salzsdure bereitet. Wenn nicht anders angegeben ist, wurde 
die Titrierung unmittelbar nach dem Formolzusatz ausgefihrt 
und im Laufe von ca. 2 Minuten vollendet. 

Die unten tabellarisch zusammengestellten Versuchser- 
gebnisse sind ohne nihere Erklérung verstandlich, nur die in 
der letzten Kolonne der Tabelle I, II und III angefiihrten Zahlen 
bediirfen einer ni&heren Besprechung. Wenn Aminosaurelé- 
sungen formoltitriert werden, beobachtet man, daf die titrierten 
Lésungen beim Stehenlassen gewohnlich ein bifchen schneller 
als die Kontrollésung verblassen; Aminosiurelésungen mit reich- 
lichem Ammoniumsalz verhalten sich dagegen umgekehrt, in- 
dem dieselben beim Stehenlassen nach der Formoltitrierung 


') S. P. L. Sérensen, Biochem. Zeitschrift, Bd. VII, S. 65 (1907). 
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eine stirker und stirker rote Farbe annehmen. Um einen 
Begriff von der Stiirke dieses «Nachblassens» und «Nachrotens» 
zu gewinnen, haben wir simtliche Analysen nach zweistiin- 
digem Stehenlassen bis zu der Farbe der Kontrollésung mit 
n/5-Natronlauge bezw. "!s-Salzsdure zuriicktitriert; die bei diesen 
«Nachtitrationen» erforderlichen Base- bezw. Siiuremengen sind 
in der letzten Kolonne der Tabelle J, Il und III verzeichnet. 


Tabelle I. 
Die bei der 
Die Zusammensetzung der cop. Stiindigem 
zur Formoltitrierung vorliegenden brauchte "/s- Stehenlassen 
num Natronlauge 
Mischung ind) de wurden 
| Verbraucht 
ecm | Menge 
1 | 2ccmAmm.-++ OccmGlyk.-+ 41ccm H,0 1,98. 99,0 | kein Verbr. 
» +0> » +85 > » | 982 do. 
3/10 > » +0> » +25 » » | 985) 98,5 
417200 >» » +0> » +45 >» » 419,68) 984 do. 
» +2 > » +41 > » 1,98, 99,0 | kein Verbr. 
6/0 > » +5 » » +35 » » | 490) 98,0 do. 
710> » +10 > » +25 > » | 985) 98.5 [0,05cemNa0H 
810 > » +20 » » + 5 >» » 419,75) 98,7 do. 
» » +37 > » | 3,93, 982 [0,07 ccm HCI 
10}2> » +5 >» » +231 » » | 680) 971 do. 
11 » +10 >» » 4-24 » 711,72) 97,7 }0,04 com HCl 
12 }2 > » +20 » » + 1 » » [21,62) 98,3 | kein Verbr. 
133 » +2> » +31 > » 6,70} 95,7 [0,21 ccm HCl 
14475 >» » +5 > » +25 » » | 950) 95,0 [0,26 » >» 
1 >» » +10 » » +15 » » $1446) 96,4 » > 
16 >» » +20 >» » +O » » 92405; 96,2 [015 » >» 
17 10 » » +2» » +21 >» » 711,20; 93,3 
18 > » + 5 » » +15 » » $1366; 91,1 » 
19 » » +10 >» » + 5 » » 718,40; 92,0 1045 
20 720 » +25 » +1 » » 93,0 [0,20 >» >» 
a fo. » +5> » » s90fo4a7 > 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXIV. 
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Tabelle II. 


Die bei der 
Die Zusammensetzung der stiindigem 

zur Formoltitrierung vorliegenden | brauchte "/s-| Stehenlassen 
num- Natronlauge 
Mischung in aer wurden 
neten | Verbraucht 
ccm 
22 10 ccm Amm. + 25 ccm 9,90, 99,0 ]0,05ccm NaOH 
23 10 » Glyk. + 25 » > 9,85; 98,5 do. 
24 10» Al. + 25 » 9,70, 97,0 
25 10 » Leuc. + 35 » » 9,80, 98,0 > 
26 10 » Ser. + 25 » 9,85) 98,5 
27 |10cemAmm.-t 10cemGlyk.-+- 5ccmH,O} 18,50 92,5 10,52 HCl 
28 +10 » AL + 5 » 93,2 
29 - » -+-10 » Leue. +15 » » $1820) 91,0 [0,20 » > 
39 » +10 » Ser, + 5 »  » 95,7 10,31ceom NaOH 
31 f10 » Glyk. +10 » Al 5 » $1953) 97,6 » 
32 |10 » --10 » Leuc.+15 » » [19,55| 97,7 [020 » 
33 » -+10 » Ser. + 5 » » 719,80) 99,0 f0,10 » 
34 » Al. +10 » Leuc.+15 » » 719,40; 97,0 J015 >» » 
10 » » +10 » Ser. + 5 » $1957) 97,8 0,20 > 
36 » Leuc. +10 » » +15 » 119,68) 98,4 [0,10 » 


Aus der Tabelle I geht es deutlich hervor, dab ganz wenig 
Ammoniaksalz (Vers. Nr. 9—12) keinen sicher nachweisbaren 
Einflu8 in der hier erwiéhnten Beziehung auszuiiben vermag. 
Etwas gréBere Ammoniakmengen (Vers. Nr. 13—16; in nor- 
malem Harne des Menschen sind Aminosaéuren und Ammoniak 
in ungefaihr denselben Mengen vorhanden wie in Versuch Nr. 13) 
rufen wohl einen sicher erkennbaren Fehler hervor, man er- 
sieht aber leicht aus der vierten Kolonne der Tabelle, daf die 
verbrauchten Natronmengen nur ein wenig niedriger sind als 
der durchschnittliche Mittelwert (97,5°/0),1) mit welchem man 


1) Vgl. S. P. L. Sérensen, Biochem. Zeitschrift, Bd. VII, S. 79 
(1907), und V. Henriques und S. P. L. Sérensen, Diese Zeitschrift, 
Bd. LXIII, S. 29 (1909). 
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bei Formoltitrationen bis zu stark roter Farbe mit Phenol- 
phthalein rechnen darf. Erst bei noch gréferen Ammoniak- 
mengen (Vers. Nr. 17—21) tritt der Fehler deutlich hervor. 

Aus der Tabelle II ergibt es sich, daf die in Rede stehende 
Fehlerquelle aus dem Ammoniak und nicht aus der Aminosiéure 
ihren Ursprung hat, denn nur die Mischungen von Ammonium- 
chlorid und einer Aminosaure (Vers. Nr. 27—30) haben bei 
der Formoaltitrierung ein zu niedriges Resultat, alle ammoniak- 
freien Mischungen von Aminosauren (Vers. Nr. 31—36) dagegen 
ein vollig zufriedenstellendes Resultat gegeben. 

Es erhebt sich jetzt die Frage: Auf welche Weise laBt 
sich diese Anomalie bei der Formoltitrierung chemisch erkliren ? 
Obwohl wir keine endgiiltige Antwort auf diese Frage geben 
kénnen, werden wir es doch nicht unterlassen, noch einige Ver- 
suche zu erwihnen, die vielleicht die Richtung angeben kinnen, 
in welcher die gewiinschte Erklarung zu suchen ist. 

Wahrend die Umsetzung zwischen Formol und einer Amino- 


siiure sich nach folgender Gleichung vollzieht: 

COOH COOH 

wird bekanntlich durch Einwirkung von Formo! auf Ammoniak 
Hexamethylentetramin gebildet: 

6HCOH + 4NH, = (CH,),N, + 6H,0. 
Denken wir uns, dab diese letztere Umsetzung in zwei 
Abschnitten verliuft: 
HCOH +. NH, = CH,:NH + H,O (a) 
4CH,:NH 2HCOH = (CH,),N, + 2H,O (b), 

haben wir in Gleichung (a) das vollstandige Analogon zu der 

oben angefiihrten Umsetzungsgleichung zwischen Formol und 

einer Aminosiiure; der einzige Unterschied besteht darin, dab 

die Methylenverbindung der Aminoséure neben dem Stickstoff- 

atom kein, die in Gleichung (a) eingehende hypothetische Ver- 

bindung, Methylenimin, CH, : NH, dagegen neben dem Stick- 

stoffatom noch ein reagierbares Wasserstoffatom enthalt. Um 

die hier in Rede stehenden UnregelmaBigkeiten bei der Formol- 

titrierung erkliren zu kénnen, méchte man sich dann vor- 

stellen, da® dieses als Zwischenprodukt gebildete Methylenimin 
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nicht nur mit Formol zu Hexamethylentetramin, sondern auch 
mit der Aminosiure — und zwar entweder mit der Amino- 
gruppe oder mit der Carboxylgruppe — reagieren kénnte. Im 
ersteren Falle méchte die alkalische Reaktion des gebildeten 
Atomkomplexes nicht durch Formol geiéndert werden, ganz 
wie wir es z. B. bei der Guanidinogruppe kennen; im letzteren 
Falle méchte das Methylenimin sich mit der Carboxylgruppe 
unter Wasserabspaltung vereinigen. In beiden Fallen wiirde 
der Nebenprozef sich durch einen zu niedrigen Natronverbrauch 
bei der Formoltitrierung kundgeben. 

Diesem Gedankengang folgend miifite man erwarten, daf 
der Fehler nur dem Ammoniak selbst, nicht aber den sub- 
stituierten Ammoniaken anhaften wiirde, und es hat sich denn 
wirklich auch gezeigt, wie es aus der Tabelle III hervorgeht, 
dah Mischungen von Methylamin!) und Aminosauren sich mit 
der tiblichen Genauigkeit formoltitrieren lassen. Dagegen gibt 
eine Mischung von Methylamin und Ammoniak bei der Formol- 
titrierung einen zu niedrigen Natronverbrauch (Versuch Nr. 46, 
Tabelle Ill); diese Tatsache laBt sich selbstverstandlich nur 
auf die erstere der oben erwahnten Weisen erklaren. 

Eine ca. 33°/oige Lésung von reinem Methylamin (C. A. F. Kahl- 
baum) wurde mit Wasser verdiinnt und mit Salzséure genau neutrali- 
siert (Indikator: empfindliches Lackmuspapier); schlieflich wurde mit 
ausgekochtem Wasser so stark verdiinnt, die Lésung ungefahr in 
bezug auf Methylamin war. Eine Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl 
ergab, dafs 10 ccm der Lésung 29,90 mg Stickstoff enthielten; bei Formol- 
titrierung von 10 ccm der Lésung wird daher der berechnete Verbrauch 
an /s5-Natronlauge 29,90: 2,8 = 10,68 ccm betragen. 

Betrachtet man die in der letzten Kolonne der Tabellen I, 
II und III aufgezeichneten, bei der «Nachtitration» verbrauchten 
Base- bezw. Saiuremengen, ersieht man, daf alle diejenigen 
Mischungen, die sich bei der Formoltitrierung normal verhalten, 
bei der «Nachtitration» héchstens 0,2 ccm, gewohnlich aber 


') Nach L. Henry (Bull. Acad. Roy. de Belgique [3], Bd. XXIX, 
S. 24 [1895]) gibt Methylamin und Formol nicht direkt Methylenmethyl- 
amin, CH,:N-CH,, sondern, wie man erwarten miifte, den Aminomethy]l- 
alkohol, welcher erst durch Behandlung mit festem Kaliumhydroxyd in 
Methylenmethylamin verwandelt wird. 
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Tabelle IIL. 


Die bei der 
Formoltitrie- Nach zwei- 
™ Die Zusammensetzung der rung im stiindigem 
ganzen ver- 
zur Formoltitrierung vorliegenden brauchte "/s-| Stehenlassen 
num- Natronlauge 
mer Mischung in 
| Draucht 
ccm Menge 
37 10 ccm Methylamin -+ 25cem H,O [10,60 99,2 [0,05ccmNaOH 
38 10 » Glyk. +25 » » 9,82) 98,2 do. 
39 10 » Al. + 25 » » 9,72| 97,2 
MW) 10 » Leue. +35 » » 975 97,5 > 
41 10 » Serin + 25 » » 9,88 98.8 | kein Verbr. 
‘ 10 ccm Methylamin ++ 10 ccm Glyk. a | 
42 + 5 ccm H,O mand 99,3 do. 
10 ccm Methylamin 10 ccm Al. |, 
43 ccm H,O 20,27 98,0 J0,10ccm NaOH 
10 ccm Methylamin -+- 10 ccm Leuc. 
44 + 15 ecem H,0 20,26 | 98,0 0,05 » 
- | 10 ccm Methylamin 10 ccm Serin 
45 + 5 com H,O 99.4 | kein Verbr. 
| 10 cem Methylamin 10 cem Amm. 
+ 5 cem H,0 ion 93,8 ccm HC} 


noch weniger, "s5-Natronlauge erfordert haben. Die Ursache 
ist offenbar darin zu suchen, daf die Umsetzung zwischen 
Formol und der Aminosiiure nicht absolut momentan verlauft, 
und, wie schon oben angefiihrt, wurde jede der hier erwihnten 
Analysen im Laufe von ca. 2 Minuten ausgefiihrt. Handelt es 
sich dagegen um Mischungen von Ammoniak und Aminosiuren, 
begegnen wir dem eigenartigen Verhiltnisse, dali diese Losungen, 
obwohl der Natronverbrauch bei der Formoltitration viel niedriger 
als der berechnete gewesen ist, doch beim Stehenlassen stirker 
und stirker rot werden und bei der «Nachtitration» ziemlich 
bedeutende Salzsiiuremengen erfordern. Der Grund hierzu liegt 
wahrscheinlich teils darin, daf der Nebenprozefi, welcher den 
hier erwihnten Fehler bedingt, langsamer als die Hauptum- 
setzung verlauft, teils auch darin, daB dieser letztere Prozeb 


‘ 
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reziprok ist und daher zuriickgehen kann, je nachdem der Neben- 
prozeBh vorwirts schreitet. Bei der Formoltitrierung einer 
ammoniakreichen Aminosiuremischung ist daher die Dauer der 
Titrierungsoperationen von Bedeutung, wie es aus den folgenden 


Beispielen erhellen wird. 

a) 10 cem Ammoniumchlorid -+ 10 ecm Glykokoll wurden mit 
19,70 ccm /s-Natronlauge (die Summe der in Versuch Nr. 3 und Nr. 7, 
Tabelle I, verbrauchten Mengen) gemischt und erst danach Formol zu- 
gesetzt. Ion dem ersten Augenblick nach dem Formolzusatz war die 
Lésung deutlich schwacher rot als die Kontrollésung, deren Farbstirke 
erst durch Zusatz von noch zwei Tropfen Natronlauge erreicht wurde. 
Die Lésung begann aber bald starker rot zu werden, und schon nach 
dem Verlaufe einer Minute war sie viel stirker rot geworden als die 
Kontrolldsung. Nach zweistiindigem Stehenlassen wurde bei der «Nach- 
titration» 1,36 ccm ®/s-Salzsaure verbraucht. 

b) Eine Mischung von 10 ccm Amm. und 10 cem Glyk. wurde 
mit Formol versetzt und gleich darauf im Laufe von 2 Minuten bis zu 
der Farbe der Kontrollésung ttriert. 

Verbrauch: 18,40 bezw. 18,50 ccm /s-NaOH. 
Nachtitration: » » /5-HC). 
(Versuch Nr. 19, Tabelle I, und Nr. 27, Tabelle 1). 

¢) Die Mischung von 10 ccm Amm. -+- 10 cem Glyk. -+ Formol 

wurde '/s Stunde stehen gelassen und danach titriert. 
Verbrauch: 18,32 ccm NaOH; Nachtitration: 0,41 ecm HCI. 
d) Wie bei c); nur wurde die Mischung 2 Stunden stehen gelassen 


und darauf titriert. 
Verbrauch: 18,35 ccm NaOH; Nachtitration: 0,25 ecm HCl. 


Es hat sich durch weitere Versuchsreihen ergeben, dah 
auch die Wasserstoffionenkonzentration der Mischung wahrend 
dem Stehenlassen fiir die Geschwindigkeit, mit welcher der 
Nebenprozei verliuft, von ausschlaggebender Bedeutung ist. 


Als Beispiel werden wir eine Versuchsreihe anfiihren, bei welcher 
der Mischung von 10 ccm Amm. und 10 ccm Glyk. vor dem Formol- 


zusatz 22 ccm /s-Natronlauge zugefiigt wurden. 
Gleich titriert: Verbr.: 19,75 cem NaOH; Nachtitr.: 1,58 cem HCl 


Nach '/e Stunde» > 19,17 » » » 1,09 
>» 2Stunden » » 18,87 > > 0,85 » 
> & > » 1874 >» > O73 >» » 


Man ersieht, daB der Nebenprozef viel langsamer in al- 
kalischer als in saurer Lésung verléuft; sobald aber der grofe 
NatroniiberschuB wahrend der Titrierung neutralisiert worden 
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ist, geht der Nebenprozef viel schneller von statten (hohe 
Zahlen bei den «Nachtitrationen >»). 

Den schlieBlichen Gleichgewichtszustand haben wir nicht 
zu bestimmen versucht; derselbe ist aber wahrscheinlich von 
vielen Faktoren, unter welchen auch die Wasserstoffionenkon- 
zentration, die Temperatur und die verwendete Aminoséure 
zu nennen sind, abhiingig. Ein in dieser Beziehung lehrreiches 
Beispiel bieten die Mischungen von Ammoniumchlorid und Serin. 

Eine Mischung von 10 ccm Amm. -++ 10 ccm Serin + 19,80 ccm 
n/s-NaOH nahm mit Formol versetzt genau die Farbe der Kontrollésung 


an. Im Laufe von ein paar Minuten wurde die Lisung aber deutlich 
starker rot, und nach zweistiindigem Stehenlassen wurden 0,10 ccm 


n/s5-HC] verbraucht. 
Wurde dagegen die Mischung von Ammoniumchlorid und Serin 


ohne vorherigen Natronzusatz mit Formol behandelt und darauf gleich 
litriert, ging in der sauren Lésung der Nebenprozefs viel schneller vor 
sich, und der Natronverbrauch betrug nur 19,13 cem 9/s-NaOH. In diesem 
Fall ist der Nebenprozef} aber tiber den fiir Serinmischungen bei der 
der Farbstarke der Kontrolldsung entsprechenden Wasserstoffionenkonzen- 
tration charakteristischen Gleichgewichtszustand hinausgegangen, und man 
sieht daher, daf, die Lisung beim Stehenlassen bald entfairbt wird. In 
dem besprochenen Beispiel wurde bei der Nachtitration 0,25 cem ®/5-NaOH 


verbraucht. 
Versuch Nr. 30, Tabelle Il, gibt ein anderes 4hnliches Beispiel: 


Verbrauch: 19,15 ecm NaOH; Nachtitration: 0,31 ccm NaOH. 

Schon aus den von de Jager ausgefiihrten Versuchen 
S. 842) ersieht man, es ziemlich gleichgiiltig ist, ob 
die Salmiak- und die Glykokolldsung vor dem Formolzusatz 
vermischt werden, oder ob zuerst die GlykokollOsung mit For- 
mol behandelt und mit Natron neutralisiert und erst dann die 
Salmiaklésung zugesetzt und eine zweite Neutralisation aus- 
gefiihrt wird; der Fehler wird in beiden Fillen ungefiihr der- 
selbe sein. Einen weit geringeren Fehler bekommt de Jager, 
wenn zuerst die Salmiaklisung mit Formol behandelt und mit 
Natron neutralisiert und darauf die GlykokollOsung zugesetzt 
und die zweite Neutralisation vorgenommen wird. Auch diese 
merkwiirdige Tatsache wird versténdlich, wenn man das Methylen- 
imin, CH,: NH, als Zwischenglied bei der Bildung von Hexa- 
methylentetramin annimmt. Man miifite demnach erwarten, 
daB, je langer die Salmiaklésung mit Formol gestanden hat, 
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bevor die Glykokoll6sung zugesetzt wird, desto weiter muf 
die Bildung von Hexamethylentetramin fortgeschritten und desto 
geringer deshalb der Fehler sein. Versuche haben diese An- 


nahme bestatigt. 
10 ccm Amm. fiir sich allein titriert: Verbrauch: 9,85 ccm NaOH 
10 » Glyk. » » > > > 9,85 » > 
10 ccm Amm. + 10 ccm Glyk. gemischt und darauf titriert, Ver- 
brauch 18,40 ccm NaOH; aufer den dem Salmiak entsprechenden 9,85 ccm 
Natron werden also in diesem Fall fiir das Glykokoll nur 8,55 ccm 
Nairon iibrig. 
Wird dagegen die Salmiaklésung zuerst allein titriert (Verbrauch: 
9.85 ecm Natron) und dann nach den unten angefiihrten Zeiten die 
Glykokollésung zugesetzt und die zweite Titrierung ausgefiihrt, werden 
fiir das Glykokoll gréfere Mengen von Natronlauge zur Neutralisation 
verbraucht. 


Die mit Formol behandelte | 
und darauf neutralisierte| D!¢ Glykokollésung Nachtitration 


Salmiaklésung verbrauchte nach 2 Stunden 
wurde stehen gelassen 


3 Minuten 9,32 ccm NaOH 0,27 ccm HCl 
30 » 9,51 » » 0,30 » » 
2 Stunden 9,60 » > 0,28 >» » 
4 >» 9,70 » 0,23 » » 
Il. 


Welche Bedeutung ist nun bei den iiblichen Formoltitra- 
tionen und ganz besonders bei den Harnuntersuchungen der im 
vorigen Abschnitte besprochenen Fehlerquelle beizumessen? 

Wie schon oben (S. 124) erwahnt, geht es aus der Ta- 
belle I unzweideutig hervor, daf ganz wenig Ammoniak keinen 
sicher nachweisbaren Einflu8 auf die Genauigkeit der Formol- 
titrierung ausiibt, und wir diirfen daher aus unseren Versuchs- 
ergebnissen erstens den SchluB ziehen, die hier in 
Rede stehende Fehlerquelle bei Untersuchung von 
EiweifSspaltprodukten, von welchen das Ammoniak gewohn- 
lich nur einen kleinen Bruchteil ausmacht, keine Rolle spielt. 
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Ferner ersehen wir, dai auch bei Formoltitrationen von 
normalen, nicht allzu ammoniakreichen Harnen der Fehler von 
ganz untergeordneter Bedeutung sein mui. Hiermit tiberein- 
stimmend hat es sich denn auch gezeigt, daf die Aminosadurebe- 
stimmungen im Harne auf die alte, von Henriques-Sérensen!) 
ausgearbeitete Weise Werte gegeben haben, die innerhalb der 
Fehlergrenze der Methode mit den Werten zusammenfallen, 
die wir erhalten haben durch Anwendung eines modifizierten, 
neuen, unten beschriebenen (S. 134) Verfahrens, bei welchem 
das Ammoniak vor der Formoltitrierung entfernt wird. Die in 
der Tabelle IV gegebene Zusammenstellung von Analysen eines 
und desselben Harns sowohl nach dem alten wie auch nach 
dem neuen Verfahren wird das hier Angefiihrte zur Geniige 


beweisen. 
Tabelle IV. 


In 16 ccm des Harns wurde 
Der totale gefunden 
Stickstoff- Am- | Aminosiurestickstoff 
des Harns| ,. nach der | nach der 
stickstoff alten neuen 
ccm in %/o in mg | Methode | Methode 
Harn eines gesunden 
1160 1,00 8,43 2,77 3,08 
do. 1360 0,78 6,86 2,24 2,24 
gefiitterten Hundes 250 20,46 6,48 oes 
do. 330 — 11,90 4,34 4,20 
, 300 4,65 15,36 886 | 8.54 
> 250 5,02 21,88 948 | 9,38 
354 4,54 21,70 616 |} 6,30 


Wir kénnen noch hinzufiigen, dafb wir bei Formoltitrationen 
im Harne ein «Nachroten» nicht beobachtet haben. Der Grund 
hierzu ist wahrscheinlich in dem oben (S. 127) besprochenen 
Verhialtnis zu suchen, da die Umsetzung zwischen Formol und 


4) Diese Zeitschrift, Bd. LX, S. 2 (1909). 
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den Aminosiiuren nicht absolut momentan verlauft, weshalb 
eine ammoniakfreie Aminoséurelésung bei der Formoltitrierung 
oft in geringem Grade «nachblassen» wird. Im Harne wird 
demnach das durch den verhaltnismafig geringen Ammoniak- 
gehalt verursachte «Nachréten» durch das erwahnte «Nach- 
blassen» kompensiert werden. 

Wir glauben somit aussprechen zu diirfen, daBb 
die von dem Ammoniakgehalt des Harns herrtihrende 
Fehlerquelle die Genauigkeit der Aminosiurebestim- 
mung im Harne nach dem von uns gegebenen Ver- 
fahren nur in ganz unwesentlichem Grade beein- 
triichtigen wird. 

Anders stellt sich die Sache, wenn von der Bestimmung 
der peptidgebundenen Stickstoffmenge im Harne und zwar be- 
sonders im harnstoffreichen Harne die Rede ist. Der Harn 
wird zu diesem Zweck mit Salzsiiure gekocht, wodurch unter 
Harnstoffzersetzung reichliche Mengen von Ammoniak gebildet 
werden. Schon in einer friiheren Abhandlung!) haben wir er- 
wiihnt, daf} die Bestimmung der peptidgebundenen Stickstoff- 
menge im Harne von ausschlieBlich mit Fleisch ernahrten Hunden 
mit Schwierigkeiten verkniipft war, die wir in dem grofen 
Ammoniakgehalt des mit Salzsiiure gekochten Harns suchten, 
ohne die wirkliche, von de Jager jetzt nachgewiesene Ursache 
zu kennen. In solchen Fiillen ist es notwendig, vor der Formol- 
titrierung das Ammoniak auszutreiben, und wir haben daher 
unsere Methode dementsprechend modifiziert. 

Der Vollstiindigkeit halber haben wir unten sowohl die 
alte, nur bei Aminosiéurebestimmungen brauchbare, wie auch 
die neue, modifizierte Methode, die selbstverstandlich nicht nur 
bei der Bestimmung der peptidgebundenen Stickstoffmenge, 
sondern auch bei Aminoséurebestimmungen brauchbar ist, genau 
beschrieben. 

A. Die alte Methode. (Zur Bestimmung von Ammoniak 
und Aminosiéuren brauchbar.) 

In einen 100 cem-MeBkolben werden 50 ccm Harn ab- 
pipettiert und mit 1 eem Phenolphthaleinlésung (0,5 g Phenol- 


1) Diese Zeitschrift, Bd. LXIII, S. 38 (1909). 
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phthalein in 50 cem Alkohol + 50 cem Wasser geldést) und mit 
2 g festem Barvumchlorid versetzt. Nach Umschiitteln bis zur 
Losung des Baryumchlorids wird eine gesittigte Lésung von 
Baryumhydroxyd bis zu roter Farbe und darauf noch 5 cem 
zugesetzt, worauf der Kolben bis zu der Marke mit Wasser 
gefiillt wird. Nach gutem Umschiitteln wird der Kolben 15 Mi- 
nuten stehen gelassen, worauf man durch einen trockenen 
Filter filtriert. 

80 ccm des klaren roten Filtrats (40 cem Harn entsprechend) 
werden in einen 100 ccm-Mefkolben gebracht, worauf die 
Fliissigkeit durch Zusatz von ®/s-Salzsiiture und mit empfind- 
lichem Lackmuspapier') als Indikator neutralisiert und darauf 
mit ausgekochtem (kohlenséurefreiem!) Wasser bis auf 100 ccm 
verdiinnt wird. 

In gleich grofen Teilen der neutralen Fliissigkeit, z. B. 
in 40 cem (16 ccm Harn entsprechend) bestimmt man teils das 
Ammoniak, teils die formoltitrierbare Stickstoffmenge. 


‘) Da es selbstverstindlich von grofer Bedeutung ist, daf\ das 
Lackmuspapier sowohl eine grofe Empfindlichkeit wie auch den richtigen 
Umschlagspunkt anzeigt, werden wir hier die Bereitungs- und Priifungs- 
weise unseres empfindlichen Lackmuspapiers anfiihren. 

0,5 g fein gepulverten Azolithmins werden in einer Schale in 
200 com Wasser -++ 22,5 ccm /10-Natronlauge gelést und nach Filtrierung 
50 cem Alkohol zugesetzi. Durch diese Lésung werden Streifen guten, 
aschenarmen Filtrierpapiers gezogen und auf Schniiren getrocknet, was 
ungefahr eine Stunde in Anspruch nimmt. 

Das Papier den Sérensenschen Phosphatlésungen (siehe : 
Biochem. Zeitschrift, Bd. XXI, S. 175, und Bd. XXII, S. 355 (1909) gegen- 
ber sich auf die folgende Weise verhalten: 

«3sek -+- 7prim» (py = 6,47): schwach saure Reaktion 
«ibsek + Sprim» ( » = 6,81): neutrale 
«7sek + 3prim» ( » = 7,17): schwach alkalische = » 

Der Neutralpunkt ist der Ammoniumsalze und der Aminosauren 
wegen ein wenig saurer als der wirkliche Neutralpunkt (p)y = 7,07) ge- 
wahlt (vgl. z. B. die Glykokolikurve auf der Hauptkurventafel in der eben 
zitierten Abhandlung Sérensens). 

Sollte es geschehen, dafs eine dargestellte Probe Lackmuspapier 
den Phosphatlésungen gegeniiber nicht nach Wunsch reagiert, muf die 
der Azolithminlésung zugesetzte Natronmenge in entsprechender Weise 
geanderi werden. 
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Die Ammoniakbestimmung haben wir immer durch 
Destillation im Vakuum wesentlich nach der von M. Kriiger 
und Reich!) gegebenen Anordnung ausgefiihrt. Einige Einzel- 
heiten bei der Destillation werden unten (S. 137) besprochen. 

Die Formoltitrierung wird auf die von S. P. L. S6ren- 
sen’) angegebene Weise mit "/s-Natronlauge und "/s-Salzsaure, 
mit Phenolphthalein als Indikator und bis zu stark roter Farbe 
der Kontrollésung (drittes Stadium) ausgefiihrt. 

Bei der Ammoniakdestillation erhalt man direkt den 
Ammoniakgehalt in 16 ccm Harn. Multipliziert man die bei 
der Formoltitrierung verbrauchte Menge ®/5-Natronlauge (in 
Kubikzentimeter) mit 2,8, erhalt man die gesamte Stickstoffmenge 
(in Milligramm ausgedriickt), welche in 16 ccm Harn als Am- 
moniak- oder als Aminosiiurestickstoff anwesend ist. Die Diffe- 
renz zwischen dieser Stickstoffmenge und der als Ammoniak 
vorhandenen Stickstoffmenge gibt die Aminosiuremenge in 16 ccm 
Harn an. 

B. Die neue Methode (zur Bestimmung von Ammoniak, 
Hippursiure, Aminoséuren und der peptidgebundenen Stick- 
stoffmenge geeignet). 

a) Bestimmung von Ammoniak und Aminosdauren. 
Wie oben unter A beschrieben, werden in einem 100 ccm Mef- 
kolben 50 ccm Harn mit Phenolphthalein, Baryumchlorid und 
Baryumhydroxyd behandelt und bis zu 100 ccm verdiinnt. Aus 
80 ecm des klaren, roten Filtrats (40 ccm Harn entsprechend) 
wird das Ammoniak im Vakuum abdestilliert (siehe S$. 137) 
und bestimmt.*) Der Destillationsriickstand wird in dem Kolben 
in einigen Kubikzentimetern, zirka normaler Salzséure gelost, 
worauf unter Evakuierung kohlensiéurefreie Luft hindurchge- 
zogen wird, um eine eventuelle Spur von Kohlenséure auszu- 

1) Diese Zeitschrift, Bd. XXXIX, S. 170 (1903).” 

*) Biochem. Zeitschrift, Bd. VII, S. 64 (1907). 

°) Selbstverstindlich kann auch eine abgemessene Menge des nich! 
vorbehandelten Harns zur Ammoniakbestimmung dienen. Dieses ist aber 
gewOhnlich gar nicht notwendig, denn wir haben uns durch Kontroll- 
versuche davon vergewissert, dafi bei der Filtrierung der schwach alka- 
lischen Lésung kein oder nur ganz zu vernachlissigende Mengen von 
Ammoniak verloren gehen. 
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treiben. Darauf wird die salzsaure Lésung quantitativ mittels 
kohlensaurefreien Wassers (daher nicht unter Benutzung der 
Spritzflasche) in einen 100 ccm-MeBkolben tibergefiihrt. Die 
Fliissigkeit wird hiernach mit empfindlichem Lackmuspapier als 
Indikator genau neutralisiert (am besten durch Zutrépfeln von 
kohlensaurefreier, zirka normaler Natronlauge bis zu schwach 
roter Farbe und darauf folgender Zusatz von "/s-Salzsiure 
bis zu neutraler Reaktion auf Lackmuspapier); schlieBlich wird 
mit kohlenséurefreiem Wasser bis zur Marke nachgefiillt. In 
einer passenden Menge, z. B. 40 ccm, der neutralen Lisung 
(16 cem Harn entsprechend) wird die Formoltitrierung, ganz 
wie oben unter A erwihnt, ausgefiihrt. 


b) Bestimmung von Hippurséure und peptidge- 
bundenem Stickstoff. 50 cem Harn werden mit ca. 5 ccm 
ca. 5n-Salzsiiure versetzt und darauf 6mal mit Athylacetat 
geschittelt, um die Hippurséure zu extrahieren. Der zum Aus- 
schiitteln benutzte Essigester wird einmal mit Wasser gewaschen 
und darauf zur Hippursiurebestimmung verwendet, wihrend 
das Waschwasser mit dem Harn gemischt, zur Bestimmung 
des peptidgebundenen Stickstoffs dient. 

Der Essigester wird abdestilliert und der Riickstand zwei 
bis drei Stunden mit 50 ccm ca. 30°/oiger Salzsaure (in einem 
langhalsigen Kjeldahlkolben auf dem Drahtnetze) gelinde ge- 
kocht. Hierdurch wird die gesamte Hippurséure in Benzoe- 
siure und Glykokoll gespaltet, und die Stickstoffmenge des 
letzteren JéBt sich dann nach Eindampfung der Lésung auf 
dem Wasserbade und Neutralisation mit "/s-Natronlauge (Lack- 
muspapier als Indikator) durch die tbliche Formoltitration 
bestimmen. 

Der hippursiurefreie Harn wird mit 50 ecm konzentrierter 
Salzsdure versetzt und (in einem langhalsigen Kjeldahlkolben 
auf dem Drahtnetze) drei Stunden lang gelinde gekocht, darauf 
wird die Lésung auf dem Wasserbade eingeengt. Der Riick- 
stand wird mittels normaler Natronlauge und mdglichst wenig 
Wasser in einen 50 ccm-Mefkolben iibergefiihrt und mit 1 ccm 
Phenolphthaleinlésung und 2 g festem Baryumchlorid versetzt; 
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schlieBlich wird mit Wasser oder mit gesattigter Barytlésung 
bis zur Marke nachgefiillt.!) 

Nach Umschiitteln und Stehenlassen ca. 15 Minuten wird 
durch einen trockenen Filter filtriert, und aus dem Filtrat 
werden 40 ccm (40 ccm Harn entsprechend) in einen 100 ccm- 
MeBkolben gebracht. Die Losung wird mit Salzséure schwach 
angesiuert und auberdem werden noch 5 ccm normaler Salz- 
siiure zugesetzt, worauf die Fliissigkeit durch Zutrdpfeln von 
20 cem ca. ®/s-Silbernitratl6sung entfairbt wird.?) Nach Auf- 
fiillung mit kohlensiurefreiem Wasser wird filtriert, und aus 
80 ccm des Filtrats wird das Ammoniak, wie unten (S. 137) 
naher erwihnt, ausgetrieben. Der Destillationsriickstand wird 
in Salzsiure gelist, und die LoOsung in einen 100 ccm-Meb- 
kolben iibergefiihrt, neutralisiert und tibrigens auf ganz dieselbe 
Weise behandelt, wie es schon oben unter a) (S. 134) betreffs 
der Aminoséurebestimmung erwéhnt worden ist. Zur Formol- 
litrierung werden 50 ccm der neutralisierten Loésung (16 cem 
Harn entsprechend) verwendet. Die Differenz zwischen dem 
Aminosiurestickstoff nach und vor der Salzséurebehandlung 
gibt die in 16 cem Harn vorhandene, peptidgebundene Stick- 
stoffmenge an. 

Wenn die Hippursaiuremenge klein ist oder es aus anderen 
Giriinden bedeutungslos erscheint, die Menge derselben zu _ be- 
stimmen, kann selbstversténdlich das oben erwahnte 
Ausschiitteln mit Essigester unterlassen und den Harn direkt 
mit Salzséiure behandeln; in diesem Falle wird der Hippursaure- 
stickstoff als peptidgebundener Stickstoff mit in Rechnung ge- 


zogen. 
Um die Ammoniakdestillation méglichst einwandsfrei ausfiihren zu 


‘) Besonders bei solchen Harnen, die nach der Salzsiurebehand- 
lung reichliches Ammoniak enthalten, ist es sehr wichtig, daf die Lésung 
stark alkalisch reagiert und reichliches Baryumsalz enthalt, denn sonst 
kann es geschehen, dafs nicht alle Phosphorséure gefallt wird. 

*) Siehe: S. P. L. Sérensen und H. Jessen-Hansen, Biochem. 
Zeitschrift, Bd. Vil, S. 415 (1907). Wenn der Harn wihrend der Salz- 
siurebehandlung nicht stark geschwarzt worden ist, kann die Entfarbung 
mit Silbernitrat unterlassen und die Abdestillation des Ammoniaks gleich 
vorgenommen werden. 
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kénnen, ist es, besonders in solchen Fallen wie den letzterwihnten, wo 
eine grofe Ammoniakmenge abdestilliert werden soll, notwendig, auf 
einige Einzelheiten aufmerksam zu sein; wir werden deshalb unser Ver- 
fahren ein wenig ausfiihrlicher, als es oben geschehen ist, besprechen. 

Unser Apparat ist nach demselben Prinzip wie der von M. Kriiger 
und O. Reich benutzte ') konstruiert. Unser Destillationskolben ist Je- 
doch mit einem Scheidetrichter versehen und als Kiihlapparat wenden 
wir einen verzinnten Metallkiihler an, welcher tiber dem ersten Schenkel 
der als Vorlage dienenden Péligotschen Réhre angebracht ist. Die 
Vorlage, welche wahrend der Destillation nicht gekiihlt wird, wird mit 
zirka normaler Schwefelsdure beschickt und der auf dem zweiten Schenkel 
der Péligotschen Rohre angebrachte Destillieraufsatz wird mit der gleichen 
Saure gespiill. 

Nachdem die zu destillierende Liésung in den Kolben gebracht 
worden ist, wird durch den Scheidetrichter eine zirka halbnormale Lésung 
von Baryumhydroxyd in Methylalkohol zugesetzt.?) Von dieser Liésung 
werden mindestens 10 ccm benutzt, die Menge richtet sich aber etwas 
nach der anwesenden Ammoniakmenge und muf so grofs gewahlt werden, 
daf\ nach der Abdestillation des Ammoniaks die Fliissigkeit einen deut- 
lichen Uberschuf an Baryumhydroxyd noch enthialt.*) Wéibrend der 
Destillation, welche bei dem durch eine gute Wasserstrahlpumpe erreich- 
baren Vakuum (ca. 15 mm Druck) ausgefiihrt werden muf, wird der 
Kolben in Wasser von 40° C. erwirmt und ein schwacher Strom von 
kohlensaurefreier Luft wird durch den Kolbeninhalt geleitet. 

Wenn der Kolbeninhall in lebhaftem Kochen gehalten und die 
Destillation beinahe bis zur Trockene gefiihrt wird, ist eine einmalige 
Destillation gew6hnlich hinlanglich, um alles Ammoniak auszutreiben. 
Handelt es sich indessen um gréfere Ammoniakmengen (wie z. B. in 
mit Salzsaure gekochtem Harn), ist es notwendig, den Destillationsriick- 
stand in ein wenig Salzsiiure zu lésen und nach Zusatz vom Uberschuh 
an methylalkoholischer BarytlOsung noch einmal beinahe bis zur Trockene 
zu deslillieren. Kontrollbestimmungen haben gezeigt, dafs auf diese Weise, 
selbst wenn von mehr als 100 mg Ammoniakstickstoff die Rede ist, das 
Ammoniak so vollstandig aus dem Harn abdestilliert werden kann, dah 
eine wiederholte Destillation nur 0,2 bis 0,4 mg Ammoniakstickstoff er- 
geben wird. Anderseits haben Kontrollbestimmungen, bei welchen reine 


') Abgebildet in dieser Zeitschrift, Bd. XXXIX, S. 170 (1903). 

*) Bei der Destillation sehr ammoniakreicher Lésungen benutzen 
wir eine gesattigte Lésung von Baryumhydroxyd in Methylalkohol. 

3) Wir erinnern hier an die bekannte Tatsache, dafs phenolphthalein- 
haltige Lésungen durch einen groften Baseniiberschufs entfarbt werden 
kénnen; die rote Farbe kommt aber beim Verdiinnen oder bei Zusatz 
von unterschiissiger Sdure wieder zum Vorschein. 
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Harnstofflésungen unter denselben Verhaltnissen destilliert wurden, er- 
geben, dafs eine aihnliche Ammoniakmenge (0,2 bis 0,4 mg Stickstoff ent- 
sprechend) durch die Zersetzung des Harnstoffs wahrend der Destillation 


gebildet werden kann. 
Wenn das abgetriebene Ammoniak quantitativ zu bestimmen war 


(dieses ist ja bei der Untersuchung des mit Salzsdéure gekochten Harns 
nicht notwendig gewesen), haben wir den Inhalt der Péligotschen Réhre 
und des Destillieraufsatzes in einen Kupferkolben fiir Kjeldah1-Destil- 
lationen gespiilt und das Ammoniak in tiblicher Weise abdestilliert und 


jodometrisch bestimmt. 
In unserer friiheren Abhandlung!) haben wir einige Ver- 


suche angefiihrt, aus welchen es ersichtlich ist, daB die oben 
erwiahnte Hippursiurebestimmung sehr gute Resultate liefert. 
Wir koénnen nur beifiigen, daB auch die Bestimmung der peptid- 
gebundenen Stickstoffmenge sowohl im Menschenharne wie auch 
im Hundeharne nach Brotfiitterung sowohl nach der alten wie 
auch nach der modifizierten Methode zuverlassige und iiberein- 
stimmende Resultate gegeben hat. Nur die Bestimmung der 
peptidgebundenen Stickstoffmenge im Hundeharne nach Fleisch- 
fiitterung hat uns, wie schon oben Ofters erwahnt, Schwierig- 
keiten bereitet; in solechen Fallen haben wir nur die modifi- 
zierte Methode anwenden kiénnen. Die dadurch erreichte Uber- 
einstimmung zwischen Doppelanalysen desgleichen Harns ist, 
obwohl nicht eine ideale, so doch, wenn die vielen Manipula- 
tionen mit in Betracht genommen werden, eine zufrieden- 
stellende zu nennen. 


Zur Erlauterung werden wir das folgende Beispiel anfiithren: Eine 
gréfere Harnmenge von einem ausschliefilich mit Fleisch ernahrten Hunde 


wurde gesammelt und untersucht. 

Der Stickstoffgehalt betrug 6,22 °/o; 16 cem Harn enthielten 28,64 mg 
Ammoniakstickstoff und 6,86 mg Aminosiurestickstoff. 

Sieben Proben von je 50 ccm Harn wurden, wie oben angegeben, 
mit Salzséure behandelt; der Aminosdurestickstoff in Milligrammen in 
16 ccm Harn nach der Salzséurebehandlung betrug in den sieben Ver- 


suchen: 
11,76 — 11,82 — 11,28 — 11,20 — 12,04 — 11,90 — 12,04. 


Der Unterschied zwischen dem gréften und dem niedrigsten Wert 
(12,04 = 11,20 = 0,84 mg) entspricht gerade 0,3 ccm ®/s-Natronlauge. 
SchlieBlich mogen wir unter Bezugnahme auf das in diesem 


') Diese Zeitschrift, Bd. LXIII, S. 37 (1909). 
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Abschnitte Angefiihrte nur betonen, daB es bei Formoltitrationen 
im Harne tiberhaupt und zwar besonders bei der Bestimmung der 
peptidgebundenen Stickstoffmenge in harnstoffreichen Harnen 
von besonderer Bedeutung ist, auf die folgenden Punkte auf- 
merksam zu sein: 

1. daf alle Phosphorséure entfernt wird, 

2. daB alles Ammoniak ausgetrieben wird, und 

3. daf die Neutralisation mit Lackmuspapier als Indikator 


moglichst sorgsam ausgefiihrt wird. 


III. 


In einer friiheren Abhandlung') haben wir die formol- 
titrimetrische Methodik mit besonderem Hinblick auf die Unter- 
suchung normaler Harne sowie auch auf die Bedeutung der in 
solehen Fiillen vorhandenen Fehlerquellen eingehend erwahnt. 
Aus dieser kritischen Besprechung haben wir den Schlub ge- 
zogen (I. c. S. 34), «daB die von uns zur quantitativen Be- 
stimmung der Aminosaéuren im Harne ausgearbeitete Methode 
wenigstens bei allen normalen Harnen vorziigliche Dienste 
leistet>. Wie es in dem vorigen Abschnitte der gegenwiirtigen 
Abhandlung nachgewiesen worden ist, spielt auch der durch 
den Ammoniakgehalt des Harns verursachte Fehler nur eine 
ganz untergeordnete Rolle und kann tibrigens bei Anwendung 
der neuen Methode ganz beseitigt werden. Da aulerdem diese 
letzterwahnte Fehlerquelle sowie ein paar andere kleine metho- 
dische Fehler, die in unserer friiheren Abhandlung besprochen 
worden sind (I. c. S. 29 und S. 32), sich dadurch zu er- 
kennen geben, dai die Formoltitrierungen ein wenig zu niedrig 
ausfallen, werden auch die durch unsere Methode gefundenen 
Aminosduremengen im Harne als Minimalwerte zu betrachten 
sein. Wir glauben deshalb, da es trotz der in der Einleitung 
(S. 121) erwahnten zweifelnden AuBerungen anderer Forscher 
als festgestellt betrachtet werden muf, da normaler 
Harn, auch Menschenharn, nicht unwesentliche Mengen 
von Aminosduren regelmabig enthalt. 


') Diese Zeitschrift, Bd. LXIII, S. 27 (1909). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXIV. 
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Nachdem wir durch die Jagersche Beobachtung die Ur- 
sache der Schwierigkeiten kennen gelernt haben, die uns bei 
der Bestimmung der peptidgebundenen Stickstoffmenge im 
«Fleischharn» begegnet sind, und nachdem wir unser dies- 
beziigliches Verfahren in zweckentsprechender Weise modi- 
fiziert haben, glauben wir die im vorigen Abschnitte beschriebene 
Methode zur quantitativen Bestimmung der peptidgebundenen 
Stickstoffmenge im Harne, auch im «Fleischharne», empfehlen 
zu koénnen. Es wird daher angebracht sein, hier einige Ver- 
suche niher zu besprechen, die wir ausgefiihrt haben, um 
iiber die Bedeutung der eventuellen Fehlerquellen bei diesem 
Verfahren ein Urteil gewinnen zu kénnen. 

Da die peptidgebundene Stickstoffmenge als die Differenz 
zwischen der Aminosduremenge nach und vor der Salzsaure- 
behandlung des Harns bestimmt wird, kann die hier gestellte 
Frage auch folgenderweise formuliert werden: Werden durch 
die Salzsiurebehandlung des Harns nur die vorhandenen Poly- 
peptide und andere Verbindungen, die peptidgebundenen Stick- 
stoff enthalten (z. B. die Oxyproteinséuren), gespalten, oder 
kénnen auch andere Harnbestandteile in der Weise zersetzt 
werden, daf die Formoltitrierung und somit auch die Bestim- 
mung der peptidgebundenen Stickstoffmenge dadurch_beein- 
trachtigt wird? 

Wir haben diese Frage dadurch zu beantworten versucht, 
daf wir die Wirkung der Salzséiurebehandlung auf drei der 
wichtigsten Harnbestandteile, néimlich den Harnstoff, die Harn- 
siure und das Kreatinin untersucht haben. Der nach der 
Salzsiurebehandlung zuriickgebliebene Eindampfungsrest wurde 
mit Wasser in einen 100 cem-MeBkolben tibergefiihrt und mit 
Baryumchlorid und Uberschu8 an Baryumhydroxyd versetzt, 
worauf mit Wasser bis zur Marke nachgefiillt wurde. Nach 
Umschiitteln und viertelstiindigem Stehenlassen wurde filtriert. 
80 ccm des Filtrats wurden in einen 100 ccm-MeBbkolben ge- 
bracht und mit "/5-Salzsaure und empfindlichem Lackmuspapier 
als Indikator genau neutralisiert. In 40 ccm der so gewon- 
nenen neutralen Lésung wurde durch eine Formoltitrierung 
die gesamte formoltitrierbare Stickstoffmenge bestimmt, wahrend 
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in anderen 40 ccm das Ammoniak im Vakuum in iiblicher 
Weise abdestilliert und bestimmt wurde, worauf schlieBlich 
die formoltitrierbare Stickstoffmenge in dem Destillationsriick- 
stand, ganz wie oben erwahnt (S. 134), ermittelt wurde. 


Tabelle V. 


Der Die gesamte, |p... | Die in 40 ccm 
. ’ Die in 40 cem , .. 
mut Die Behandlung Ey 40 ccm Lisung vor- Lésung nach Ab- 
siiure | mit ca, 20°%/oiger formoltitrier- anwesende 
behan- | bare Stick- formoltitrierbare 
delte _ stoffmenge 6 Stickstoffmenge 
Stoff in mg inmg | in mg 
zweimalige Ein- | 
dampfung auf dem | 4,98 5,05 0,00 
15 g Wasserbade 
Harn- | dreistiindiges Kochen 
auf dem Drahinetz 
sto und zweimaliges 44,41 44,65 | 0,03 
Eindampfen auf dem | 
Wasserbade 
zweimalige Ein- 
dampfung auf dem 0.00 0,20 0,00 
0,5 g Wasserbade 
Harn- | dreistiindiges Kochen | 
auf dem Drahtnetz | 
— > a zweimaliges 0,00 0,13 0,00 
Eindampfen auf dem 
Wasserbade 
zweimalige Ein- 
dampfung auf dem 0,64 0,20 0,56 
05 g Wasserbade 
Krea- | dreistiindiges Kochen | 
_. | auf dem Drahtnetz 
tinin | und zweimaliges 1,06 0,35 0,78 


Eindampfen auf dem 


Wasserbade 


itt 
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Die Versuchsergebnisse sind in Tabelle V zusammen- 
gestellt. Man ersieht gleich, daf nur der Harnstoff in nennens- 
wertem Grade durch die Salzséurebehandlung gespaltet wird; 
das einzige, die Formoltitrierung beeinflussende Spaltungsprodukt 
ist aber Ammoniak. Bei der Behandlung des Kreatinins scheint 
neben ein wenig Ammoniak auch eine geringe Menge einer 
anderen formoltitrierbaren Substanz gebildet worden zu sein. 
Zieht man aber die kleinen Kreatininmengen in Betracht, die 
in dem zur Bestimmung der peptidgebundenen Stickstoffmenge 
benutzten Harne vorhanden sind, ersieht man gleich, daB die 
hier beriihrte Fehlerquelle ohne irgend welche Bedeutung ist. 

Wir glauben somit aussprechen zu diirfen, er- 
stens, daf die in dem vorigen Abschnitte erwiéhnte 
Methode zur Bestimmung der peptidgebundenen Stick- 
stoffmenge im Harn, auch im «Fleischharn», zuver- 
lissige Resultate liefert, und zweitens, da8B normaler 
Harn, auch Menschenharn, nicht zu vernachlassigende 
Mengen von peptidgebundenem Stickstoff regelmaBig 


enthalt.') 


Nachdem diese Arbeit beinahe vollendet war, erschien eine 
interessante Abhandlung von W. Frey und A. Gigon: «Uber 
quantitative Bestimmung des Aminoséuren-N im Harne mittels 
Formoltitrierung».*) Die genannten Forscher sind auf das ano- 
male Verhiltnis aufmerksam gewesen, welches Mischungen von 
Ammoniumsalzen und Aminosduren bei der Formoltitration zeigen, 
und sie haben daher ein ahnliches Verfahren wie unsere modi- 
fizierte Methode zur Aminosiurebestimmung vorgeschlagen; nur 
wird das Ammoniak nicht im Vakuum abdestilliert, sondern 
durch einen kriiftigen Luftstrom ausgetrieben. Ubrigens gibt 
die Abhandlung eine schéne Bestitigung der von Sérensen 
durch Formoltitrierung einer Reihe von Aminosauren und dhn- 
lichen Verbindungen gewonnenen Resultate, die durch Mit- 


') Vgl. E. Abderhaldenu. Fr. Pregl, Diese Zeitschrift, Bd. XLVI, 
19 (1905). 
*) Biochem. Zeitschrift, Bd. XXII, S. 309 (1909). 
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heranziehung einiger nicht friiher untersuchten Stoffe ergiinzt 
werden. 

Wir werden die Aufmerksamkeit der Verfasser nur auf 
einen Punkt lenken, namlich auf die Frage, ob Barytlauge oder 
Natronlauge bei der Formoltitrierung vorzuziehen ist. Wie es 
aus der Hauptabhandlung Sérensens)) iiber die Formoltitrierung 
hervorgeht, ist es bei Untersuchung von carbonat- oder phos- 
phathaltigen Losungen unzulissig, Natronlauge zu benutzen; 
man muf entweder mit Barytlauge titrieren oder, wenn moglich, 
noch besser die Kohlenséiure und die Phosphorsiure durch 
Fallung mit Baryumchlorid und Barytlauge vor der Titrierung 
entfernen, erst darauf darf Natronlauge bei der Formoltitrierung 
verwendet werden. Bei unserer Versuchsmethodik wird der 
Harn vor der Formoltitrierung mit Baryumchlorid und Baryt- 
lauge vorbehandelt — eine dhnliche Behandlung mit Baryt- 
lauge findet auch bei dem Verfahren von Frey und Gigon 
statt —, deshalb, aber auch nur deshalb, ist es zulissig, sowohl 
bei dem Verfahren von Frey und Gigon, wie bei dem unsrigen, 
Natronlauge bei der Formoltitrierung zu benutzen. 


') Biochem. Zeitschrift, Bd. VII, S. 58 (1907). 
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Untersuchungen iiber Kolloide im Urin. 
Il. Mitteilung. 


Uber Beziehungen der Kolloide zur Loslichkeit der 
Harnsaure und harnsauren Salze. 


Von 


L. Lichtwitz. 


(Aus der medizinischen Universitatsklinik zu Gottingen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 28. Dezember 1909.) 


Den Kolloiden des Urins kommt in der Mehrzahl der 
Fille die Eigenschaft zu, nach Aufkochen und Abktihlen die 
Goldlésung in héherem Mafe zu schiitzen. Hierin stimmen 
die kolloidalen Stoffe des Harns mit anderen hydrophilen Kol- 
loiden, vor allem mit der Gelatine tiberein, von der Menz’) 
durch Bestimmung der Goldzahl und Untersuchung mit dem 
Ultramikroskop gezeigt hat, daf Schutzwirkung und Teilchen- 
grofe parallel gehen, durch Erhitzen eine erhdhte Schutz- 
wirkung und eine feinere Aufteilung bewirkt werden, die nach 
dem Abkiihlen zunachst bestehen bleiben. 

Aus einer grofen Anzahl von Versuchen diene folgender 
als Beispiel: 

Tabelle I. 


23. XI. O8. Undialysierter Harn, hellbraun, klar, sauer, spezifisches 
Gewicht 1019, frei von Alb. 


Ungekocht Aufgekocht und abgekihlt 
vor | nach vor nach 
Zusatz der 10°%/oigen Zusatz der 10 °%/vigen 
NaCl-Losung NaCl-Lésung 
| 
05 R | fast BI RR 
0,25 R | Bl R | R 
O.1 R | Bl R | V 


') Zeitschrift fiir physikal. Chemie, 1909. 
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Diese feinere Verteilung der Kolloide schiitzt die Gold- 
losung nicht nur gegen die 10°/oige Kochsalzlosung, sondern 
unter entsprechenden Verhialtnissen auch gegen die Elektrolyte 
des Urins selbst. (Tabelle IL.) 

Temperaturen von 40—50° sind auf den Zustand der 
Kolloide gewohnlich ohne EinfluB. (Tabelle II.) 


Tabelle IL. 


Auf 50° erwairmt und Aufgekocht und 


Ungekocht 
abgekiuhlt abgekiihlt 
vor | nach vor | nach vor nach 
Zusatz der 10° vigen}| Zusatz der 10°/oigen | Zusatz der 10°/o igen 

NaCl-Lésung Na(C]-Lésung Na(C]-Lésung 
1,0 VR VR 
05 v R R 
0,25 V | VBI V VBI R R 
VR | BI VR Bl R VR 
0.05 WwR Bl WR OBI R 


Dasselbe Verhalten zeigt eine Loésung von a-Thymonu- 
cleinsaéure (0,0524 : 10 ccm Aqua d.) 


Tabelle III. 


Ungekocht Aufgekocht und abgekiihlt 
vor nach vor 
Zusatz die 16 °/oigen Zusatz der 10°/oigen 
NaCl-Lésung NaCl-Lésung 
1,0 R RV R WR 
0,5 R VBI R RV 
0,25 R Bl R VBI 
0,1 R rs) R Bl 


Die Loésungsbedingungen der Harnsiiure und der harn- 
sauren Salze sind bei dem grofen Interesse, das ihnen von 
jeher der Kliniker entgegenbringt, vielfach untersucht worden. 


‘ 
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Die wertvollen Arbeiten von His und Paul!) und Gudzent?) 
befassen sich mit der Ldslichkeit dieser Stoffe in Wasser. 
Da diese Bedingung im Organismus nie gegeben ist, so werden 
uns diese Untersuchungen tiber die L6sungsverhiltnisse der 
Harnsiure in den Siften und Geweben des KOrpers eine vollige 
Aufklirung nicht geben kénnen*) Wichtig sind die Beobach- 
tungen von G. Klemperer,*) der in Ubereinstimmung mit 
der lange bekannten Tatsache, daf Blutserum die Harnsiure 
weit besser als Wasser, fand, iiberhaupt Kolloide 
(Gelatine, Seifen, Urochrom u. a.) Harnséure in Lésung zu halten 
vermégen. Klemperer kommt zu der Meinung, dai das Uro- 
chrom die Loéslichkeit der Harnsaéure im Urin bedingt. Ich 
habe bereits mitgeteilt, da das Urochrom sich weder bei der 
Dialyse noch gegentiber der Goldlésung wie ein Kolloid verhalt. 

Zu den kolloidalen Stoffen, die Harnséure zu losen ver- 
mogen, gehéren dagegen, wie tibereinstimmend von Goto5), 
Minkowski®), Y Seo’) angegeben wird und wie ich selbst 
bestiitigen kann, die Nucleinsauren. 

In jiingster Zeit zeigten Bechhold und Ziegler,®) dab 
Harnsiéure und saures harnsaures Natrium in Blutserum gerade 
in entgegengesetztem Verhaltnis léslich sind als in Wasser. 
Ihre Versuchsanordnung, durch Schiitteln eine méglichst kon- 
zentrierte Losung zu erzielen, aber eine so schliissige 
Deutung nicht zu, weil bei dem Reichtum des Serums an 
Kolloiden Gelegenheit zur Adsorption gegeben ist und bei seinem 
Gehalt an Salzen schwiacherer Séuren, insbesondere Phos- 
phaten und Bicarbonaten notwendigerweise sich die Harnsdure 


') His und Paul, Diese Zeitschrift, Bd. XXXI, 5. 1, 1900/01. 
W. His jr., Kongr. f. inn. Med., 1900. 

*) J. Gudzent, Diese Zeitschrift, Bd. LVI, S. 150, 1908 u. Bd. LX, 1909. 

8) In einer soeben, nach Fertigstellung dieses Manuskripts, erschie- 
nenen neuen Arbeit (Diese Zeitschr., Bd. LXIII, S. 455, 1909) dehnt J. 
Gudzent seine schénen Untersuchungen auf das Blut aus. 

*) Kongrefi f. inn. Med., 1902. 

5) Diese Zeitschrift, Bd. XXX, S. 473, 1900. 

6) Kongrefi f. inn. Med., 1900. 

") Arch. f. exp. Pathol. u. Pharmakol., Bd. LVIII, S. 75, 1908. 

*) Biochem. Zeitschrift, Bd. XX, S. 189, 1909. 
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in ihr saures Salz umwandeln muf. Aus den Berechnungen 
von J. C. Henderson und K. Spiro!) und schiatzungsweise 
aus ihrer Kurve geht hervor, daf die Harnsiure im Blute zu 
etwa 96° als Salz enthalten ist.?) 

Bei der Untersuchung der Lésungsverhiltnisse der Harn- 
siure im Urin haben wir giinstigere Verhiltnisse, weil der 
Harn mit seinem wechselnden Gehalt an Harnsiiure und Kol- 
loiden und bei seiner verschiedenen Loésungsfihigkeit fiir diese 
Stoffe ein sehr reichhaltiges Beobachtungsmaterial darstellt. 

Das Verhiltnis der wirksamen, d. h. der fein verteilten, 
Goldlisung schiitzenden Kolloidkonzentration zur Menge der 
gelésten Harnsaure ist nicht an solchen Harnen zu erkennen, 
die ihre ganze Harnsiiure in Lésung halten, weil, wenn die 
Methode, durch Schiitteln mit Harnsdure eine gesattigte LOsung 
herzustellen, nicht in Anwendung kommen soll, kein Mittel 
existiert, zu erkennen, ob der Harn eine fiir seinen Kolloid- 
zustand konzentrierte Harnsiiurel6sung ist. 

Ich habe daher solche Urine untersucht, die ein Sediment 
von Harnsaure oder saurem harnsaurem Natrium hatten. Die 
Loslichkeit der Harnsaéure und ihrer Salze ist sicher bedingt 
durch die Temperatur und durch die Aciditét. Von der Aciditit 
ist (Henderson u. Spiro!)) abhangig, in welchem Verhiltnis 
die Harnséure im Urin als Saure und als saures Salz enthalten 
ist. Bei einer H+-lonenkonzentration von 3 < 10~-°, wie sie 
dem normalen Harn zukommt, ist das Verhiiltnis von Séure: 
Salz = 73 : 27, bei einer héheren Aciditét (Cy+ = 3 * 10-5) 
97:3. Ob also ein Seliment aus Harnséure besteht oder aus 
saurem harnsaurem Natrium, wird durch die Aciditit des Harns 
bedingt. Ob aber iiberhaupt ein Niederschlag erfolgt, ist von 
der Aciditét nicht allein abhiingig. Wir beobachten nur gele- 
gentlich Urine, in denen bei schwachem Ansiuern ein volumi- 
noser Niederschlag von Harnséure erfolgt. Die Mehrzahl — 
auch konzentrierter Urine — zeigt diese Erscheinung nicht. 


1) Biochem. Zeitschrift, Bd. XV, S. 110, 1909. 

*) J. Gudzent berechnet in seiner neuesten Arbeit diesen Wert 
fiir das «kiinstliche Serum» und findet in sehr guter Ubereinstimmung 
mit Henderson und Spiro 97%. 
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Da fiir meine Untersuchungen, die sich der Mehrzahl 
nach auf das Sedimentum lateritium erstrecken, ein prinzipieller 
Unterschied zwischen Niederschlagen von Harnséure und saurem 
harnsaurem Natrium nicht besteht, werde ich der Kiirze halber 
von dem Sediment an sich reden. 

Nur selten wird ein bereits sedimenthaltiger Urin ent- 
leert. In anderen Fiillen geht die Niederschlagsbildung sehr 
rasch vor sich, etwa in der Zeit, die der Temperaturausgleich 
erfordert. Gew6hnlich aber tritt der Ausfall erst viel spiiter 
ein. 

Wenn man das Sediment durch Aufkochen lést und auf 
18—20° abkiihlt, so fallt bei einem Teil der Harne bereits beim 
Abkthlen, bei Temperaturen von 25° an, das Sediment wieder 
aus, wiihrend bei einem zweiten Teil der Harne — und zwar 
bei dem grofberen — die Lésung klar bleibt und verschieden 
lange Zeit, von 20 Minuten bis 3X24 Stunden, bestindig ist. 
Dab die so erzielte héhere Léslichkeit nicht bedingt ist durch 
die Aciditiitsabnahme, die beim Aufkochen durch Ent- 
weichen von CO, in geringem Grade bewirkt wird, lehrt die 
Ansduerung, die keinen Niederschlag zur Folge hat. Auch durch 
Impfung erfolgt keine Krystallisation. Wenn dann spontan der 
Niederschlag wieder auftritt, so erfolgt das Absetzen auber- 
ordentlich langsam. Wird das Sediment bei Temperaturen von 
40—50°" gelodst, so treten diese Erscheinungen nicht oder nur 
andeutungsweise ein. 

Da es sich in allen diesen Fiillen um sogenannte hoch- 
gestellte Harne handelt, so finden wir hier bedeutend hdhere 
Schutzwirkungen als in den normalen Urinen, Goldzahlen von 
0,1 com und weniger. Bei diesen kleinen Urinmengen kommt 
die Goldlésung féallende Wirkung des Urins meist nicht in Be- 
tracht.!) Eine Dialysierung ist daher gewohnlich nicht ndtig. 
Vorversuche haben gezeigt, da’ die undialysierten Harne die 


‘') Mitunter fallt der Urin die Goldlésung starker, als seinem Elek- 
trolytgehalt entspricht. In zwei derartigen Beobachtungen wurde die 
Fallung durch Albumosen bedingt (vgl. E. Zunz, Bull. d. 1. Soc. r. des 
Sciences med. et nat. de Bruxelles, Bd. LXIV, 1906). 
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gleiche Schutzwirkung haben wie die Dialysate und die nach 
Salkowski') hergestellten Alkoholfallungen. 
Beispiel : 
Tabelle IV. 


5. XI. O9. Urin dunkel, sauer, frei von Alb. Im Sediment Harn- 
saure in noch schlecht ausgebildeten Krystallen. 


Urin, nicht dialysiert Alkoholfallung nach Salkowski 
vor | nach vor | nach 
Zusatz der 10°/oigen 
NaCl-Lésung Zusatz der 10° igen NaCl-Lésung 
| | 
| R R 
0, | R 
0,25 | oR | R 
o1 ORV RV 
0,05 | VBI VBI 
0,025 |) | Bl | Bl 


Die Niederschlige selbst enthalten, obwohl sie reich an 
Farbstoffen sein kénnen, keine Schutzkolloide oder in so geringen 
Mengen, dafi die Goldzahl sich nicht andert, wie aus weiter 
unten mitgeteilten Versuchen hervorgeht. 

Aus einem grofen Untersuchungsmaterial ergibt sich zu- 
nachst, dab zwischen Sedimentbildung und Goldzahl, wenn man 
nur diese beiden Faktoren vergleicht, eine Beziehung nicht 
zu bestehen scheint. Wir finden, dafi Urine, die sedimentiert 
haben, oft eine vorziigliche Schutzwirkung haben (die Goldzahl 
erreicht in einigen Fallen 0,025 ccm), oft aber im Verhaltnis 
zu ihrer Konzentration sehr wenig Schutzkolloide besitzen und 
mitunter selbst in dialysiertem Zustande, und dann in grOberen 
Dosen anwendbar, die Ausfallung der Goldlésung iiberhaupt 
nicht verhindern kOnnen. 

Untersucht man den Urin eines Patienten lingere Zeit 
taglich in bezug auf diese Verhiiltnisse, so treten so grobe 
Unregelmiafigkeiten auf, wie sie wahrscheinlich auch durch 


‘) Berl. klin. W., 1905, Nr. 51/52 und Lichtwitz u. Rosenbach, 
Diese Zeitschrift, Bd. LXI, S. 112, 1909. 
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grofie Schwankungen in der Aciditét und den gelést bleibenden 
Harnsiuremengen nicht erkléirt werden kénnen. Die Harne 
dieser Patienten hatten nun saémtlich den Umstand gemeinsam, 
dai an manchen Tagen sehr kleine Mengen Eiweif nachweis- 
bar waren. 

Spiiter mitzuteilende Versuche tiber den Lisungszustand 
des Eiweifies im Urin haben gezeigt, daB so geringe Eiweib- 
mengen, wie sie hier in Betracht kommen (und auch viel 
grofbere), die Schutzkraft des Urins fiir die Goldlésung nicht 
erhOhen und auch das Ausfallen von harnsauren Sedimenten 
nicht verhindern. 

K's ist aber sehr wohl méglich, daB diese geringen Eiweib- 
mengen oder auch noch geringere, die sich dem Nachweis 
entziehen, mit den fiir die Schutzwirkung und wahrscheinlich 
auch fiir die Harnséureléslichkeit so wichtigen eiweiffallenden 
Stoffen reagieren und dadurch der Harnsdure die Léslichkeits- 
bedingungen entziehen. !) 

Einige orientierende Versuche, in einem hochgestellten 
klaren Harn durch Zusatz von angesiuerter Gelatine einen 
Harnsiureniederschlag zu bewirken, haben kein positives Re- 
sultat ergeben. Die Reaktionen zwischen Kolloiden sind an 
ein Optimum der Konzentrationen gebunden. Es ist nicht leicht, 
dieses so zu treffen, daf das eine Kolloid (in diesem Falle 
das Harnkolloid) véllig gebunden und ein Uberschuf8 des zweiten 
Kolloids (also der Gelatine) und damit eine neue Schutzwirkung 
vermieden wird. 

Daf kleinste EKiweifmengen die Losungs- und Fillungs- 
verhaltnisse der Harnsdure beeinflussen kénnen, ist zwar fiir 
mich wahrscheinlich, aber noch nicht bewiesen. 

Aus einem einfachen Vergleich der Goldzahl und der 
Niederschlagsbildung beliebiger Urine kann man eine Beziehung 
zwischen diesen beiden Eigenschaften jedenfalls nicht ableiten. 

Eine Beziehung ergibt sich aber, wenn man in Harnen 


‘) Ein solcher Mechanismus, ahnlich dem, wie ich ihn bei der 
Bildung der Niederschlaige in der Galle gefunden habe (D. Arch. f. klin. 
Med., Bd. XCII, S. 100, 1907), kénnte bei der Entstehung der Fallungen 
in den Harnwegen sehr wohl wirksam sein. 
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mit Sedimenten das Verhalten der Kolloide vor und nach dem 
Erwirmen bezw. Aufkochen mit der Fiahigkeit dieser Urine, das 
durch die erhéhte Temperatur geléste Sediment in LoOsung zu 
halten, vergleicht. 

Die Urine, die das durch Kochen geliste Sediment beim 
Abkiihlen sofort oder innerhalb 2—3 Minuten wieder ausfallen 
lassen, haben vor und nach dem Kochen genau die gleiche 
Goldzahl. (18 Fille.) 


Tabelle V. 
Goldzahl 
Nr. Harn vor | nach Lésungszeit 
dem Kochen 
1 P. 16. I. 0,05 0,05 ) 
2 S. 5. IL. 0,05 0,05 0 
3 H. 10. IL. 0,01 0,01 0 
oor | oot nicht notier™ 
5 H. 11. I. 0,025 0,025 0 
6 K. 12. Il. 0,025 0,025 3’ 
7 Seh. 18. Il. 0,025 0,025 0 
8 Sch. 17. I. 0,05 0,05 0 
& 0,025 0,025 2! 
10 Jh. 18. Ul. 0,025 0,025 0 
11 Jh. 20. I. 0,05 0,05 0 
12 Jh. 23. IL. 0,05 0,05 0 
13 W. 23. Il 0,01 0,01 0 
14 T. 4.1010. 0,005 0,005 0 
15 R. 4. 0,01 0,01 
16 D. 25. V. 0 0 3’ 
17 K. 27. V. 01 0,1 < 12! 
18 B. 30.1X. 0,75 0,75 0 
(Sediment entleert) 


In der weitaus gréften Mehrzahl der Falle erschien der 
Niederschlag wahrend des Abkiihlens auf 20°, in einem Falle 
nach 2‘, in zwei Fallen nach 3‘, und in einem, dessen Beob- 
achtung gestért wurde, war er nach 12‘ da. 


: 
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Die zweite Gruppe von Harnen, bei denen das durch 
Kochen geléste Sediment nach dem Abkiihlen gelést bleibt und 
spiter beim Ausfallen sich nur langsam absetzt, zeigt nach dem 
Kochen eine hdhere Schutzwirkung als im Originalzustande. 
Da vom Sediment durch Filtrieren befreite Urine nach dem 
Kochen die gleiche Goldzahl haben wie die Urine, die das 
Sediment nach dem Kochen geldst enthalten, so handelt es sich 
nicht um eine Zunahme von Kolloiden, die sich in reversibler 
Fallung im Sediment befinden, sondern um eine durch die er- 
hohte Temperatur bedingte feinere Aufteilung der im Harn ge- 
losten kolloidalen Stoffe. 

Ich verfiige tiber 57 derartige Beobachtungen, von denen 
2% in folgender Tabelle enthalten sind. 

Die Betrachtung der Tabelle lehrt, dafi eine — aber keine 
quantitative —- Beziehung zwischen der Losungsdauer und der 
Erhoéhung der Schutzkraft besteht. Eine Abweichung zeigt nur 
der Fall 4, bei dem trotz Zunahme der Schutzwirkung bereits 
beim Abkiihlen eine Triibung auftrat, die dann allerdings viel 
langsamer zunahm und absetzte als ein Niederschlag, der aus 
einer auf 45° erwairmten Probe ausfiel, die die gleiche Gold- 
zahl hatte wie der Originalurin. 

Die anderen 28 Beobachtungen lassen sich summarisch 
erledigen. 11 betreffen eine Patientin B., 17 eine Patientin Kr. 
In allen Fillen war Besténdigkeit der Lésung des Sediments 
und betrachtliche Zunahme der Schutzwirkung zu konstatieren. 

Diese 75 Untersuchungen zeigen also in einer sehr guten 
Ubereinstimmung eine Beziehung zwischen der Kolloidnatur und 
dem Harnsiiurel6sungsverm6gen des Urins. 

Ob diese Beziehung eine zahlenmiafige ist, ist aus diesem 
Material nicht zu ersehen. Die Menge der im Originalurin nach 
Ausfallen des Sediments gelést gebliebenen Harnsdaure, fiir die 
allein ja ein Verhiltnis zur Schutzwirkung in Betracht kommt, 
ist nicht bestimmt worden, weil es tiberhaupt unsicher erschien, 
daf sich bei Urinen so verschiedener Provenienz ein quanti- 
tatives Verhiltnis ergeben wiirde. Es ist sehr wohl méoglich, 
dafi die chemische Natur dieser Kolloide keine einheitliche ist, 
und daf nicht jedes Kolloid Harnsaéurelésung und Goldlésung in 
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Tabelle VI. 
Goldzahl 
Nr. Harn vor | nach Lésungszeil 
dem Kochen 
| 

2. 9. IL. O41 | 0,02 135° 

3. 0 | 0,025 25’ 

| Sch 9. | 0,05 | 0,025 | Austall 
5. B. 9. IL 0,5 50,1 S 210! 

0,025 | 0,020 20! 

4 H. 13. IL. 0,025 0,01 275' 

8. 0,025 0,01 190’ 

9, 6. 0,025 0,01 

10. 0,025 > 0,01 

$1. H. 18. IL. 0,1 0,025 > 

12. W. 20. IL. 1,0 O1 > 390° 

13. Jh. 24. Hl. 0,25 0,05 > 

14. Jh. 25. IU. 025 0,05 langere Zeit 
15. Jh. 3. TL. 0 0,1 >2 X 24 Stunden 
16. W. 3. 0 0,20 450° 

17. a & 1 0,25 0,1 > 405/ 

18, H. 6. Ul. 0,5 0,2 22 Stunden 50’ 
19, K. 8. IIL. 0,25 0,1 > 180° 

20. Kr. 23. Il. 0,5 0,1 > 22 Stunden 
21. Kr. 24. III. 0 0,1 > 22 Stunden 
22. B. 28. Ill. 0,5 0,05 > 130/ 

23. 1. V.z 0 0,25 > 

24. D. 10. 0,25 SO! 50’ 

25. Sch.11. V. 0,03 0,2 100‘ 

26. Kr. 18. V. 0 0,25 2()/ 

27. Kr. 25. V. 0,25 0,1 > 270° 

28. Kr. 26. V. 0 0,1 > 240’ 

29. W. 29. VI. 0 >0,1 >7 Stunden 
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gleichem Mafe schiitzt. Wenn wir den Kolloidschutz als Folge 
einer Adsorption auffassen, und wenn wir beriicksichtigen, dab 
es spezifische Adsorptionen gibt, so ist es nicht angangig zu 
sagen, dafi dort, wo Goldlésung nicht geschiitzt wird, iiber- 
haupt kein Kolloidschutz, auch nicht fiir andere Stoffe, existiert. 
Quantitative Untersuchungen mufSten an einem moglichst 
gleichmiifigen Material angestellt werden. Die Frage, ob Gold- 
ldsung und Harnsaéureldsung von dem Harnkolloid im gleichen 
Mabe geschiitzt werden, muf von Fall zu Fall entschieden werden. 
Eine solche Untersuchung wurde durchgefiihrt mit dem 
Harn eines Falles von myeloischer Leukémie (Frau B.). 
Die Pat. lag zu Bett. Sie wurde purinfrei ernihrt. In einer fast 
4 wochentlichen Periode (Behandlung mit Réntgenstrahlen) wurden Harn- 
siiure') und Purinbasen taglich bestimmt, in dem griften Teil dieser 
Periode auch Stickstoff und Phosphorséure. Der Urin, dessen tagliche 
Menge von 830—1440 ccm schwankte, zeigte eine sehr gleichmahige Be- 
schaffenheit. Er war hell, stark sauer, frei von Eiweif und Albumosen., Er 
hatte stindig ein Sediment von gut ausgebildeten Harnséurekrystallen, die 
teilweise zu rotgefirbten, bis stecknadelkopfgrofien Konkrementen vereinigt 
waren. Nur am 27. IX. war der Urin klar. Der undialysierte Harn hatte keine 
Schutzwirkung, bis auf den Urin vom 27. IX., dessen Goldzahl bei 0,4 ccm 
lag. Die tagliche Harnsaéureausscheidung erreichte Werte bis iiber 1 g. 
Vom 8.—21. X. an 11 Tagen wurde im filtrierten Harn die Harn- 
siiure und im dialysierten Harn die Goldzahl ermittelt. Zur Dialyse dienten 
Collodiumsickchen. Eine Bestimmung der Ionenaciditét wurde leider 


verabsiumt. 

Die Untersuchung ergab (s. Tab. VII): 

In diesem Falle war also eine befriedigende Uberein- 
stimmung zwischen Kolloidkonzentration und Harnsiureléslich- 
keit zu konstatieren. 

Eine zweite derartige Untersuchung wurde bei einem kom- 
plizierten, dem Typ Gaucher nahestehenden Falle (K.) vor- 
genommen, der an anderer Stelle ausfiihrlicher besprochen 
werden soll. 

Es handelte sich um ein junges Madchen mit chronischem Ikterus, 
Riesenmilz und dem Blutbild der pernicidsen Anamie. Die Stickstoff- 
bilanz war positiv. Die Phosphorsaéureausscheidung und die endogenen 
Harnsdurewerte lagen hoch. 


Simtliche Harnsiurebestimmungen nach der Methode von Kriiger 
und Schmidt. 
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Tabelle VII. 


“Goldzahl des Dialysats | Geléste Harns&ure 
in ccm 
8. X. | 0,5 | 0,0084 
9. X. 0,25 | 0,0092 
10, X. 0.15 0,0322 
x. 0,10—0,15 0,0241 
13. X. 0,20 0,0145 
14. X. 0,15 0,0224 
15. X. | 0,15 | 0,0283 
16. X. | 0,10—0,15 | 0,0190 
17. X. | 0,15 | 0,0222 
18. X. | 0,15 | 0,0244 
| 0,15 | 0,0280 


| 

Der Urin enthielt stets viel Urobilin, kein Eiweif. Er war stets 
sauer. Aber die Aciditat war mitunter schwach, wie aus dem gelegent- 
lichen Ausfallen von Phosphaten beim Kochen hervorging. Auch hier 
fehlen Messungen der Konzentration der H-Ionen. Wahrend einer Be- 
handlung der Milz mit Réntgenstrahlen wurde vom 27. X. bis 24. XI. 09 
taglich bei Bettruhe und purinfreier Kost N, Harnséure, Purinbasen und 
Phosphorsdure, sowie die Goldzahlen des Urins und des Dialysats in un- 
gekochtem und gekochtem Zustand bestimmt. In dem ersten Teil der 
Periode, bis zum 16. X., war im Urin 15mal ein Sedimentum lateritium 
ausgefallen. An den anderen Tagen war der Urin klar. Das Sediment war, 
dem Augenschein nach, an den verschiedenen Tagen von wechselnder Menge. 

Vom 17.—23. XI. wurde taglich im Filtrat des Urins die Harnsaure 
ermittelt. In dieser Zeit enthielt der Urin stets ein Sedim. laterit. 


Tabelle VIII. 


|Goldzahl des Dialysats | Geléste Harnsdure 


Datum 
in ccm | 

£7. | 0,36 | 0,0637 
18. XI. | 0,40 | 0,0633 
19. XI. | 0,33 | 0,0813 
20. XI. | 0,44 | 0,0322 
21. XI. | 0,27 | 0,0797 
22. XI. | 0,33 | 0,0899 
23. XI. | 0,41 | 0,0737 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXIV. 11 


156 L. Lichtwitz, 


Die Ubereinstimmung in diesem Falle ist weniger gut 
wie im Falle B., wahrscheinlich wegen der weniger konstanten 
Aciditétsverhiltnisse. 

Dali Aciditét und Kolloidmenge in einem richtigen Ver- 
hiltnis stehen miissen, lehrt folgende Beobachtung, die wieder- 
holt gemacht wurde. 


Urin J. 25. Il. Klar, dunkel, sauer, spezifisches Gewicht 1028, frei 
von Alb. Der ungekochte Urin hat eine Goldzahl von 0,25, der gekochte 
von 0,05. 

5 cem ungekochten Urins + 0,1 ccm 10°%/oige Essigséure geben 
einen dicken Niederschlag von Harnsdaure. 

5 ccm gekochten Urins 0,1 ccm 10°/oige Essigsdiure bleiben klar. 

5 ccm ungekochten Urins + einige Tropfen Globulinlésung +-0,1 cem 
10°/oige Essigsaure bleiben klar. 


Es besteht noch die Modglichkeit, dai die Léslichkeits- 
verhiltnisse der Harnséure und harnsauren Salze dadurch kom- 
pliziert sind, das diese Stoffe in den Flissigkeiten des KOrpers 
und speziell auch im Harn kolloidal gelést sind. 

Um den Lésungszustand der Harnséure im Urin festzu- 
stellen, verwandte ich die Dialysiermethode von Michaelis 


und Rona. 

Es wurden etwa 2000 ccm normalen, d. h. hellen, schwachsauren, 
eiweiffreien Harns unter mdglichster Keimarmut aufgefangen und im 
Eisschrank unter Toluol aufbewahrt. Ein Sediment von Harnsaure fiel 
nicht aus. In einem abgemessenen Quantum wurde die Harnsiaure be- 
stimmt. Zwei Bestimmungen ergaben 0,0385 und 0,0382 °/o. 

Es wurden 0,3835 g reinster Harnsiéure mit der berechneten Menge 
n/;o-Natronlauge auf dem Wasserbad zu 1000 ccm geliést. Die Lésung war 
gegen Lackmus neutral und bei Zimmertemperatur bis tber den Abschluf 
des Versuches hinaus bestandig. 

In 2 grofe Collodiumsacke wurden mit einer Pipette je 200 ccm 
dieser Liésung gebracht. Die Collodiumsicke tauchten in je 900 ccm Harn. 

Der eine Versuch ging 24 Stunden (Dialyse nicht gut). 

Es wurden wiedergefunden im Urin 0,0344°/o Harnséure 

in der Lésung 0,0388 °/o . 
Der zweite Versuch ging 40 Stunden (Dialyse sehr gut). 
Es wurden wiedergefunden im Urin 0,0364°/o Harnsaure 
in der Lésung 0,0351 °/o > 
Der kleine Verlust ist wohl durch bakterielle Einfliisse bedingt. 


') Biochem. Zeitschr., Bd. XIV, S. 476, 1908. 
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Eine Abnahme der Harnsaure in der Lésung und eine 
Zunahme im Urin ist nicht eingetreten; d. h. die gesamte Harn- 
saure im normalen Urin ist osmotisch wirksam und nicht kol- 
loidal gelost. 

Ob in den hochgestellten Harnen die Verhiiltnisse ebenso 
liegen, ist noch festzustellen. 


Ergebnisse. 


1. Der Harn enthalt Kolloide vom Typ der Gelatine, d. h. 
Kolloide, die durch erhédhte Temperatur feiner verteilbar sind. 

2. Die Léslichkeit der Harnséure und harnsauren Salze 
im Urin ist abhangig von Temperatur, Konzentration der H+-Ionen 
und von der Menge und dem Aufteilungsgrad der Kolloide. 

3. Unter geeigneten Versuchsbedingungen sind quantita- 
tive Beziehungen zwischen Harnsdureléslichkeit und Kolloid- 
zustand nachweisbar. 

4. Im normalen Urin befindet sich die gesamte Harnséure 
im Zustand der echten Losung. 


Gottingen, 24. XII. 1909. 
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Weiterer Beitrag zur Frage nach der Verwertung von tief 
abgebautem EiweiB im tierischen Organismus. 
XII. Mitteilung. 


Von 


Emil Abderhalden und Oskar Frank. 


(Aus dem physiologischen Institute der tierarztlichen Hochschule, Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 19. Dezember 1909.) 


Im hiesigen Institute sind zahlreiche Versuche an Hunden 
ausgefiihrt worden, um den einwandfreien Nachweis zu erbringen, 
daf} der tierische Organismus mit den einfachsten Bausteinen der 
Proteine seinen gesamten Eiweif- resp. Stickstoffbedarf decken 
kann. Die Zahl dieser Versuche diirfte zur Zeit ca. 24 betragen. 
Kin grofer Teil dieser Untersuchungen ist veréffentlicht worden. 
Es ist bis jetzt kein einziger Fall beobachtet worden, in dem 
bei geniigender Stickstoffzufuhr bei Verabreichung von voll- 
stiindig abgebautem Eiweif nicht ein voller Ersatz fiir Eiweib 
eingetreten wire. Bei all diesen Versuchen wurde der gréBbte 
Wert auf eine moéglichst exakte Untersuchung des Abbaupro- 
duktes gelegt. Diese Versuche sollen die Grundlage zur Fest- 
stellung der Bedeutung jeder einzelnen Aminosiure resp. jedes 
einzelnen Bausteines der Proteine geben. Erst durch den Nach- 
weis, daf vollstéindig abgebaute Proteine fiir Eiweif eintreten 
kénnen, war die Inangriffnahme dieser Fragestellung in einwand- 
freier Weise moéglich. Wir sind nunmehr imstande, eine be- 
stimmte Aminosiiure beliebig wegzunehmen und wieder hinzu- 
zufiigen. 

Fiir manche Faille diirfte es vorteilhafter sein, den Abbau 
der Proteine nicht, wie es bis jetzt geschah, mit Hilfe kombi- 
nierter Fermentwirkung, sondern durch Hydrolyse mit Sauren 
herbeizufiihren. Gelingt es mit den bei der totalen Aufspaltung 
von Proteinen mit Saéuren entstehenden Abbaustufen ebenfalls, 
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den EiweiBbbedarf zu decken, dann ist einmal ein weiterer 
Beweis dafiir erbracht, dafi vollstindig abgebautes Eiweil fiir 
solches selbst eintreten kann, und gleichzeitig sind wir in der 
Lage, uns das Hydrolysengemisch in bedeutend kiirzerer Zeit 
darzustellen, als es der Fall ist, wenn wir auf den fermenta- 
tiven Abbau angewiesen sind. 

Es sind im hiesigen Institute wiederholt Versuche iiber 
die Verwertbarkeit von Abbauprodukten, die bei der totalen 
Hydrolyse von Casein und Fleisch durch kochende 5—25°/oige 
Schwefelsiure erhalten worden waren, angestellt worden. Es 
gelang wiederholt, Hunde einige Tage mit einem solchen Pro- 
dukte im Stickstoffgleichgewicht zu halten. Die Versuche wurden 
jedoch stets durch Erbrechen und oft auch durch Diarrhéen 
gestort. Wir fiihren diese Ereignisse hauptséchlich auf Spuren 
von Baryt zuriick, die bei der Entfernung der Schwefelsiiure 
mit Baryt in solchen Gemischen oft hartniickig zuriickbleiben 
und sich dem direkten Nachweis ganz entziehen. Erst bei der 
Veraschung bemerkt man oft, daf noch Baryt vorhanden ist. 
Wir haben die Versuche wieder aufgenommen und fein zer- 
hacktes Pferdefleisch eine Woche mit 10°/oiger Schwefelséure 
und zum Schlu8 zwei Stunden mit 25°/oiger Schwefelsiiure 
auf 100° (Wasserbad) erhitzt. Die Biuretreaktion war voll- 
stiindig verschwunden und die Aufarbeitung einer Probe des 
Hydrolysats auf freie Aminosiiuren ergab Werte, die ganz denen 
entsprachen, die erhalten wurden, als in entsprechender Weise 
die nach 2Ostiindigem Erhitzen von Pferdefleisch mit 25°/oiger 
Schwefelséiure gewonnenen Abbauprodukte verarbeitet wurden. 
Die letzten Spuren von Baryt entfernten wir nach erfolgter Be- 
stimmung des noch vorhandenen Barytgehaltes nach Veraschung 
einer Probe mit der berechneten Menge Schwefelsiiure. Das 
unter vermindertem Druck zur Trockene verdampfte Hydrolysat 
wurde direkt verfiittert, nachdem ihm vorher 0,5°/o Tryptophan 
beigemischt worden waren. Dieser Zusatz erfolgte, weil bei 
der Hydrolyse mit Saéuren nach friiheren Beobachtungen Trypto- 
phan veraindert wird. 

Wie die unten mitgeteilten Versuche zeigen, gelang es, 
einen Hund 12 Tage und einen zweiten 14 Tage mit durch 
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Tabelle 2. 
| | | N des  Harn- des) Kot- |N des Gesam! 
| in g | In ccm | in g | in g ‘in cem| in g | in g in g in g 
26/27. 9400 100 0 o | 105 | 2,78 045] 293 | —293 
27/28. | 9250 100 | 0 90 | 2.25 | 015] 240 | —2,40 
28.29. | 9050100 0 100 | 2,07 015 | 2.22 | — 2,99 
29/80. | 9050 | 100 5 | 110 | 407 || 422 | +0,78 
30/1. XH) 9080 100 desgl. 180 | 463 | 015) 4,78 | +0,22 
S 1/2. 9120 100 > 105 4,22 0,15 +-0,63 
| | 42.0 Priparat A, 30 Starke, | ape | 
2,3. 92000 10 Zucker, 30 Fet | 5 | 4,69 + 0,31 
9200 100 desgl. 5 | 105 | 4,23 015 438 | +0,62 
4/5. 9210 > b | 9 | 2,58 | 276 | 
56. 9250 | 100 | : 5 | 110 3,79 90 | 018} 397 | 41,03 
6/7. 9250 100 56 | 90 | 2,70 | | 018 288 | +2,12 
9260 «100 | , 5 | 9B | | 020 3945 | +1,05s 
3s 9260 100 105 | 020! 3,76 | +1,24 
= 9/10. | 9270 | 100 > 5 105 | 335 $200 020 355 | +145 
40/11. | 9280 | 100 5 | 100 | 37 | «B91 | +109 
11/12. 9280 100 5b 105 3.29 020 > 349 
«12,/13. 9280) 100 5 105 3.63 016! 3,79 | 
48.5 verdautes Rindfleisch, | on | 
13/14. | 9220 | 100 ctarke 10 Zucker, 30 Fett 5 110 3,25 1,59 
14/15. 9220 100 desgl. 5 | 115 | 4,20 016 436 | +0,64 
15.16. 9150 100 5 105 4,06 O16 4,22 0,78 ') 
16./17. 9190 100 5 1145 3,97 023) 420 +080 
17/18. 9230 100 115 | 3,85 0,23 4,08 +. 0,92 
 18,/19. 9280 100 | 5 | 105 | 4,63 | 486 | 
£ 19/20. 9230 100 5 120 | 4,64 023; 487 | +0134 


‘) Diarrhée. 
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Schwefelséure abgebautem Fleisch zu ernihren. Der erste Hund, 
vgl. Tabelle 1, erhielt vom 11. X].—26. XI. verdautes Pferde- 
fleisch — Praparat B. Dieses Priiparat war durch kombinierte 
Pepsin-, Trypsin- und Erepsinwirkung gewonnen worden. Die 
Verdauung dauerte 3 Monate. Das Priéparat gab keine Spur 
einer Biuretprobe. In allen bisher ausgefiihrten Untersuchungen 
war das verdaute Fleisch als solches verfiittert worden. In 
den folgenden Versuchen wurde ein Teil des abgebauten Fleisches 
mit Stérke und etwas Mehl zusammen gemischt und aus dem 
Gemisch Brot bereitet. Dieses Brot wurde dann zusammen mit 
abgebautem Fleisch verfiittert. Die Versuchstiere erhielten an 
jedem Tage bei Verabreichung von Priiparat B 0,19 g N in Form 
von Mehl und bei Verfiitterung von Praparat A 0,05 g N in dieser 
Form. Wir wiihlten diese Art der Darreichung von verdautem 
Fleisch, um das Nahrungsgemisch konsistenter zu machen. Der 
Versuchshund II erhielt vom 13. XII.—20. XII. vollstiindig ver- 
dautes Rindfleisch. Dieses wurde direkt verfiittert. 

Vom 26. XI.—7. XII. erhielt das Versuchstier durch 
Schwefelsiiure hydrolysiertes Fleisch = Priiparat A und vom 
7. XIJ.—12. XII. wieder verdautes Fleisch. Der Versuchshund 
hat somit 31 Tage ausschlieBlich vollstéindig abgebautes Fleisch 
erhalten. Das Koérpergewicht des Tieres sank in den ersten 
Tagen des Versuches, blieb jedoch dann annihernd konstant. 
Auch von dem in Form von durch Schwefelsiéure abgebautem 
Fleisch zugefiihrten Stickstoff wurden erhebliche Mengen zuriick- 
gehalten. 

Der zweite Versuchshund erhielt vom 29. XI.—13. XII. 
Priiparat A — durch Kochen mit Schwefelsiure hydrolysiertes 
Fleisch und vom 14. XII.—18. XII. verdautes Hindfleisch. 

Beide Versuche zeigen, daB es gelingt, das Nah- 
rungseiweifB durch die beim Kochen von Fleisch mit 
Schwefelséiure entsiehenden, einfachsten Abbaupro- 
dukte zu ersetzen. 

Erwiihnt sei noch, die angefiihrten Versuche einzig 
und allein deshalb abgebrochen werden mubten, weil Priparat A 
aufgebraucht war. Die Hunde waren noch ganz munter. 
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Erwiderung betreffend die Enzyme des Akaziengummis. 


Von 
Friedrich Reinitzer. 


(Der Redaktiom zugegangen am 31. Dezember 1909.) 


Zu meiner Arbeit tiber die Enzyme des Akaziengummis und einiger 
anderer Gummiarten') hat V. Grafe einige Bemerkungen verdffentlicht, *) 
durch welche er meine Ergebnisse als zweifelhaft, die seinigen dagegen 
als richtig hinzustellen sucht. Zur Kennzeichnung der Stichhaltigkeit der 
Einwendungen Grafes méchte ich die folgenden Aufklarungen geben. 

Grafe sucht die Erklarung dafiir, daf{ er und Wiesner keine 
Zuckerbildung durch das diastatische Enzym des Gummis_ beobachten 
konnten, einerseits in der Vermutung, dafi sie Sorten oder Stiicke gehabt 
haben kénnten die zufallig nichts von diesem Enzym enthalten haben. 
Das ware wohl ein recht eigentiimlicher Zufall. Ich habe das Enzym 
sowohl bei meiner ersten Untersuchung, die ich vor 19 Jahren in Prag 
ausfiihrte, als auch bei meiner jetzigen Untersuchung in Graz in allen 
Sorten des Akaziengummis gefunden, und es ist daher undenkbar, daf 
alle untersuchten Sorten des Wiener Handels davon frei gewesen sein 
sollten, Ubrigens stehen meine Sorten fiir Nachpriifungen zur Verfiigung. 

Anderseits sucht Grafe allerhand an meinen Arbeitsmethoden aus- 
zusetzen, offenbar mit dem Hintergedanken, daf vielleicht doch in meinen 
Gummiproben das zuckerbildende Enzym gefehlt habe und mir durch 
meine Arbeiltsweise vorgetéuscht worden sei. 

So glaubt er, daf§ das von mir verwendete Thymol jenes Enzym 
geschidigt haben kénnte, das die Starke in Dextrin verwandelt. Wenn 
das der Fall gewesen wire, so wiirde der Kleister nicht diinnfliissig ge- 
worden sein, da das Dextrin aus dem Amylopektin Maquennes entsteht. 
Ubrigens hat dieser Einwand mit der von mir beobachteten Zuckerbildung 
gar nichts zu tun, ist also ganz itberfliissig, da ja die Dextrinbildung 
bisher von niemandem angezweifelt worden ist. 

Er wendet sich weiter in ebenso iiberfliissiger Weise gegen die 
Methodik meiner ersten, vor 19 Jahren ausgefiihrten Arbeit, obwohl ich 
doch deren Ergebnisse durch meine zweite Arbeit in allen wesentlichen 


‘) Diese Zeitschrift, Bd. LXI, S. 352. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. LXIII, S. 106. 
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Punkten bestatigen konnte, somit aus einer solchen Kritik kein wissen- 
schaftlicher Gewinn zu erwarten ist. Er behauptet, ich hatte damals 
nicht aseptisch gearbeitet und meine «mafianalytische Mefmethode> sei 
bei Gummilésungen nicht anwendbar, da diese so stark schiumen, daf 
man sie nicht genau messen kiénne. Dem gegeniiber stelle ich nur fest, 
dafi Grafe selbst bei seinen Bestimmungen «genau 100 ccm» Gummi- 
lésung abgemessen hat (S. 295), also doch wohl imstande sein muf, trotz 
des Schaiumens Gummilésungen genau zu messen; ferner, daf es sich 
bei diesen Arbeiten nicht um Asepsis, sondern um Antisepsis handelt, 
und dafs ich bei meiner ersten Arbeit unter den gleichen Versuchsbe- 
dingungen gearbeitet habe wie Wiesner und daher auf antiseptische 
Vorkehrungen damals keinen gréferen Wert gelegt habe wie er. 

Weiter behauptet er, ich hiitte angegeben, daf bei seiner Filtration 
der Gummilésung durch ein Pukallfilter der zuckerbildende Anteil des 
Enzyms «im Tonfilter> geblieben sei. Dies halte er deshalb fiir unmég- 
lich, weil er das Filter mit sterilisiertem Wasser durchgewaschen habe. 
Der Ausdruck «im Tonfilter» kann sich hierbei nur auf die Wandsubstanz 
beziehen, da ja im Hohlraum des Pukallfilters das Filtrat vorhanden ist. 
Wenn Grafe dies so meint — und anders lafst sich dieser Ausdruck 
nicht deuten — so hat er meine Arbeit nicht verstanden, denn ich habe 
gezeigt, dai die auferhalb des Filters verbleibende Fliissigkeit den 
zuckerbildenden Anteil des Enzyms zuriickhalt, und zwar durch den auf- 
gequollenen Gummianteil, der nicht durchs Filter geht, da nach Frinkel 
und Hamburg Malzdiastase fast quantitativ durch ein Pukallfilter geht, 
wenn derartige Kolloide in der Flissigkeit fehlen. Das Nachwaschen des 
Filters kann daher das zuckerloésende Enzym auch nicht ins Filtrat bringen, 
da es im Filter gar nicht vorhanden ist und auferhalb durch das kol- 
loidale Gummi festgehalten wird. Es ist daher vollkommen erklirlich, 
dafi Grafe trotz des Nachwaschens mit seinen filtrierten Gummilésungen 
keine Zuckerbildung nachweisen konnte. Nun hat aber Grafe seine Fil- 
tration in einer Weise ausgefiihrt, die mir ein Nachwaschen ganz uner- 
klarlich macht. Er hat von 150 cem einer 10°/o igen Gummilésung «genau 
100 cem in fiinf Partien» zu je 5 ccm Starkekleister von 5°/o filtriert. 
Wenn man diese 100 cem vor dem Filtrieren genau abmift, dann ist es 
unmdglich, sie quantitativ durchs Filter zn bringen, da ja das Filter immer 
in Fliissigkeit eintauchen muf, wenn es filtrieren soll. Wenn man auch 
beim Filtrieren die aufere Fliissigkeit durch Porzellan- oder Glasschrot 
verdrangt, so miifte dieser doch mit viel Wasser nachgewaschen werden, 
wenn die gesamten léslichen Anteile dieser 100 ccm ins Filtrat gelangen 
sollen. Grafe sagt aber ausdriicklich, daf§ durch das Waschen die Kon- 
zentration eine <durchaus nicht bedeutende» Anderung erfahren habe. 
Es mufs also nur mit wenig Wasser nachgewaschen worden sein. Dann 
ist aber das Nachwaschen nicht quantitativ und Grafe rechnet doch den 
Gehalt seiner Lésungen an Zucker auf vier Dezimalstellen genau! Wenn 
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man aber die 100 ccm erst nach dem Filtrieren abmift, dann kann man 
iiberhaupt nicht nachwaschen, weil sonst das Filtrat verdiinnt wird und 
nicht mehr gemessen werden kénnte. Wie also Grafe dieses Nachwaschen, 
das er iibrigens in seiner urspriinglichen Arbeit mit keinem Worte er- 
wahnt, ausgefiihrt hat, ist mir ganz unverstandlich. Jedenfalls geht aus 
meinen Untersuchungen hervor, dafi eine mit Thymol gesattigte Gummi- 
lésung beim Filtrieren durch ein Pukallfilter in der Weise verandert wird, 
dafi das Filtrat Kleister nicht mehr verzuckert, der Filterriickstand dies 
aber tut, obzwar das darin enthaltene Thymol eine Bakterienwirkung aus- 
schlieft. Kin Nachwaschen mit wenig Wasser, wie es Grafe angewendet 
hat, andert an diesen Verhiltnissen gar nichts. 

Weiter behauptet Grafe, die von mir «aufgefundene Tatsache>, 
dafs es gelingt, Enzymgemische durch Adsorption zu trennen, sei nicht 
neu und verweist zur Bekraftigung dieses Ausspruches auf die Arbeiten 
von Griif\ iiber Kapillaranalyse von Enzymen. Demgegeniiber muB ich 
bemerken, daB ich in meiner Arbeit nirgends behauptet habe, eine neue 
Tatsache gefunden zu haben, sondern nur ein Verfahren, das bis 
jetzt zur Trennung von Enzymen noch nicht verwendet worden ist. Aus- 
driicklich habe ich erklart, daf dieses Verfahren darauf beruht, daf ein 
Teil der Enzyme durch ein geeignetes Kolloid an der Filtration durch 
ein Tonfilter gehindert wird, wahrend der andere Teil frei beweglich bleibt. 
Das ist doch wohl ein wesentlich anderes Verfahren, wie die von Griif 
angewandte Form der Kapillaranalyse. 

Ebenso iiberfliissig und gegenstandslos wie diese Auferung ist auch 
die andere, dai Wiesner «trotz aller gegenteiligen Bemerkungen>» 
von meiner Seite das Verdienst nicht abgesprochen werden koénne, als 
erster ein im Gummi vorhandenes, diastatisch wirkendes Enzym gefunden 
zu haben. Diese Tatsache habe ich niemals geleugnet oder bestritten. 
Ich habe nur entschieden bestritten, daf{ dieses Enzym nichi imstande 
sein soll, Zucker zu bilden, und daf§ es die Fahigkeit haben soll, die ver- 
schiedenen Gummi- und Schleimarten in den Pflanzen zu erzeugen. Die 
Unrichtigkeit dieser Behauptungen Wiesners habe ich nicht durch «Be- 
merkungen», sondern durch Tatsachen nachgewiesen. Das gibt auch 
Grafe stillschweigend zu, denn wihrend er am Schlusse seiner ersten 
Arbeit noch erklart hat, da&} Wiesner die Wirkung seines Gummifer- 
mentes «in vollig richtiger Weise erschlossen» habe, begniigt er sich jetzt 
damit, festzustellen, daf’ Wiesner im Gummi als erster ein diastatisch 
wirkendes Enzym gefunden hat. 

Grafe verteidigt sich ferner gegen meinen Vorwurf, dai er vom 
Gummiferment wie von einem einheitlichen Kérper spreche, durch den 
Hinweis auf die von ihm angeblich aufgestellte Vermutung, daf die Dia- 
stase des Gummis aus mindestens zwei Enzymen bestehe. Er iibersieht 
aber dabei, daf sich mein Vorwurf darauf bezieht, dafs er ein wechselndes 
Gemisch einer Oxydase, einer Peroxydase und einer Diastase, in dem 
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mitunter sogar eines dieser Enzyme fehlen kann, mit dem einheitlichen 
Namen «Gummiferment» belegt, obzwar langst vor ihm die Anwesenheit 
der Oxydase durch Bertrand, Bourquelot und Tschirch festgestellt 
worden war, ganz abgesehen davon, dafi er von einer Diastase des 
Gummifermentes nirgends spricht, sondern stets vom Gummiferment und 
z. B. auf S. 255 erklart, «der Typus des Gummifermentes» zeige «als cha- 
rakteristische Eigenschaften» «gleichzeitig» oxydierende und amyloly- 
tische Wirkung, was doch zum mindesten sehr unklar ausgedriickt ist. 

Grafe setzt ferner aus, dafs ich die Unzuverlassigkeit seiner Ver- 
suche dadurch beweisen wolle, dafi ich in der von ihm gebrauchten Wen- 
dung «mit einem derartigen Praparate» das Wort «einem» gesperrt gedruckt 
habe. Da Grafe bei dieser Gelegenheit selbst zugibt, daf$§ das von ihm 
angewandte Verfahren nicht immer gelingt, somit unzuverlissig ist, so 
bestatigt er selbst, daf ich hierbei ganz richtig geurteilt habe. Ubrigens 
beweist dies ja die obige Wendung auf jeden Fall, ganz gleichgiiltig, wie 
sie betont wird. Daf$ bei diesem Verfahren das zuckerbildende Enzym 
zerstért wird, habe ich nicht blof behauptet, wie Grafe meint, sondern 
bewiesen, indem ich das Verfahren Grafes in der Art abanderte, dah 
dieses Enzym dabei erhalten blieb. 

Wenn endlich Grafe an den Ergebnissen seiner Atherextraktion 
<bis auf weiteres> festhalt, so wird er damit niemanden Einsichtigen 
iiberzeugen. So lange er nicht die Eigenschaften des angeblichen, in 
Ather léslichen Enzyms genau studiert und veréffentlicht und es nicht 
wenigstens einem Nachpriifer gelungen ist, zu denselben Ergebnissen zu 
kommen, wird diese ungewOhnliche und unwahrscheinliche Eigenschaft 
stets das gréfte Miftrauen erregen. 

Wie man sieht. sind also die Einwendungen Grafes, die sich 
ubrigens grofenteils auf nebensachliche Dinge beziehen, nicht geeignet, 
die Richtigkeit meiner Ergebnisse zu erschiittern. Recht lehrreich ist da- 
gegen das, woriiber er schweigt. 

Grafe hatte behauptet, von Wiesner erfahren zu haben, dah 
dieser sein Gummi von Zucker vorher befreit habe. Nun gibt es aber 
fiir diesen Zweck bis jetzt kein brauchbares Verfahren und auch Grafe 
kennt kein solches. Ich habe daher darauf hingewiesen, wie wichtig es 
ware, das von Wiesner angeblich angewandte Verfahren zu veréffent- 
lichen. Dazu hat aber sowohl Wiesner wie Grafe bis jetzt geschwiegen. 
Warum wird dieses Verfahren nicht ver6ffentlicht? Ich habe gezeigt, dah 
Grafe bei seiner Fallung von Gummi mit Alkohol zum Lésen des Gummis 
und zum Verdiinnen des Alkohols kalkhaltiges Wasser statt destilliertem 
verwendet haben mu8. Auch dazu sagt Grafe nichts. Urspriinglich sollte 
das «Gummiferment» Cellulose in die verschiedensten Gummi- und Schleim- 
arten verwandeln kénnen und meinen Einwand, daf Cellulose von ihm 
gar nicht angegriffen wird, hat Grafe ohne jeden Grund einfach als 
«hinfallig> bezeichnet. Spiter sollte es <«hemicelluloseartige Kérper> zu 


i 


168 Friedrich Reinitzer, Uber Enzyme des Akaziengummis. 


Dextrin «<abbauen», und damals sprach Grafe von noch nicht abge- 
schlossenen Versuchen, welche diese Ansicht stiitzen. Sie sind bis heute 
nicht veréffentlicht. Jetzt halt er auch diese Behauptung nicht mehr auf- 
recht und es bleibt nur noch die Einwirkung auf Starkekleister tbrig. 
Hoffentlich wird sich Grafe bei der versprochenen Nachprifung meiner 
Befunde auch noch davon tiberzeugen, dafi das diastatische Enzym des 
Akaziengummis aus Kleister Dextrin und Maltose erzeugt. Ich glaube 
diese Tatsache vdllig sicher festgestellt zu haben. 
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Beitrage zur Biochemie der Mikroorganismen. 


Von 
Hartwig Franzen. 


Il. Mitteilung. 


Uber die Vergarung der Ameisensaure durch Bacillus 
prodigiosus. 


Von 
Hartwig Franzen und G. Greve. 


Mit einer Abbildung und zwei Kurven im Text. 


(Mitteilung aus dem chemischen Institut der Universitat Heidelberg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 6. Januar 1909.) 


Daf Ameisenséure von Bakterien vergoren werden kann, 
ist schon seit lingerer Zeit bekannt. Es liegen hieriiber Unter- 
suchungen vor von Hoppe-Seyler,!) Pakes und Jollymann,?) 
A. MaafSen,’) O. Loew*) und Omelianski.°) ®)*) 

Bei diesen bisher vorliegenden Versuchen iiber die Ver- 
giarung der Ameisensdure sind fast ausschlieBlich die qualita- 
tiven und niemals die quantitativen Verhaltnisse bertcksichtigt 
worden, es ist immer nur nachgewiesen worden, dal} Ameisen- 


1) Die Methangirung der Essigsdure, Diese Zeitschrift, Bd. (1887), 
S. 561. 

*) The bacterial decomposition of formic acid, Proc. chem. soc. 
Bd. XVII, S. 29. 

5) Die organischen Sauren als Nahrstoffe und ihre Zersetzbarkeit 
durch Bakterien, Arb. a. d. kaiserlichen Gesundheitsam!, Bd. XII (1896), 
S. 340. 

4) Uber einen Bacillus, welcher Ameisensdure und Formaldehyd 
assimilieren kann, Zentralblatt fiir Bakteriologie und Parasitenkunde, 
XII, S. 462. 

5) Uber die Zersetzung der Ameisensdure durch Mikroben, Zentral- 
blatt f. Bakteriologie und Parasitenkunde II, XI (1904), S. 177, 256, 317. 

6) Ameisensaures Natron enthaltende Bouillon als Nahrboden zur 
differentiellen Diagnostik der Mikroben, Zentralblatt fiir Bakteriologie und 
Parasitenkunde II, XIV, S. 673. 

’) Beitraige zur Differentialdiagnostik einiger pathogener Bakterien- 
arten, Zentralblatt f. Bakteriologie und Parasitenkunde XXXIV (1903), 1. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXIV. 12 
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siure vergoren wird, aber niemals exakt wieviel. Nur in der 
Arbeit von Maafen') machen sich Versuche bemerkbar, un- 
gefiihr zu bestimmen, wieviel Ameisenséure durch ein be- 
stimmtes Bakterium vergoren wird. Aber auch hier geht die 
Bestimmung nur so weit, als ausgesagt werden kann, es wird 
sehr viel, ziemlich viel, viel, deutlich und keine Ameisenséure 
vergoren. Daf keine exakteren Ausdriicke fiir den Ameisen- 
siureverbrauch gefunden wurden, liegt an der von Maa8en 
angewandten Methodik, welche in folgendem, teilweise mit 
Maafens eigenen Worten, kurz beschrieben sei. 
Als Naéhrboden wurde eine Lésung von folgenden Sub- 

stanzen in 1 | Wasser verwendet. 

10 g Pepton 

1,5 g Monokaliumphosphat 

1,0 g Chlornatrium 

0,3 g Magnesiumsulfat. 


Zu dieser Stammnahrl6sung kam dann auberdem noch 
die Ameisensiure in Form ihres Kalium- oder Natriumsalzes. 
Die Menge der zugesetzten Saure betrug immer '/10 Molekiil 
auf 11 Néhrlésung. Besaét wurde die Néhrlésung mit 24 bis 
48 Stunden alten Agarkulturen des betreffenden Bakteriums. 
Als Ziichtungstemperatur wurde 30° gewahlt, die verschiedenen 
Kulturen 4 Wochen lang bei dieser Temperatur stehen gelassen 
und dann in folgender Weise auf ihren Séureverbrauch untersucht. 

«Wahrend die unbesiten Nahrlésungen auf blaues glattes Lackmus- 
papier gebracht, meist sauer reagierten und die Farbe der getupften 
Stelle sich beim Eintrocknen nicht auffallend verainderte, war nach Ab- 
lauf des Bakterienwachstums das Verhalten ein anderes.» 

«Die Kulturfliissigkeiten, in denen ein Verbrauch der Saure statt- 
gefunden hatte, erzeugten auf dem blau-violetten Papiere mehr oder 
weniger starke, aber stets deutliche Blaiuungen, welche auch nach dem 


Eintrocknen Stand hielten.» 

«Der Grund fiir diese Erscheiung ist das aus dem angewandten Salz 
durch Oxydation entstandene kohlensaure fixe Alkali. Das beim Bakterien- 
wachstum gebildete kohlensaure Ammon bewirkt zwar auch ein starkeres 


') Die organischen Saéuren als Nahrstoffe und ihre Zersetzbarkeit 
durch Bakterien, Arb. a. d. kaiserlichen Gesundheitsamt, Bd. XII (1896), 
Ss. 340. 
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Blauwerden des Lackmuspapiers, aber diese Bliuung verschwindet nach 
dem Trocknen wieder.» 

«In der Tiipfelprobe auf glattem blauen Lackmuspapier mit nach- 
folgendem Eintrocknen war somit ein sehr bequemes Mittel fiir die Fest- 
stellung der Siurezersetzung gegeben.» 

«Es geniigte hierzu, einige Tropfen der alkalisch reagierenden Kultur- 
(liissigkeit unter vergleichender Hinzuziehung der unbesiilen Nahrlisung 
vor und nach dem Eintrocknen auf blauem Lackmuspapier zu beobachten. 
Die nach dem Eintrocknen der Kulturfliissigkeit auf dem Reagenzpapier 
bleibende Bléiuung zeigte die Anwesenheil von kohlensaurem fixem Alkali 
und somit den Verbrauch eines Teiles der Saéure an.» 

Diese Probe zum Nachweis des Saureverbrauches kann 
unserer Ansicht nach unter Umstinden aber auch versagen. 
Nehmen wir einmal an, wir hatten zwei Bakterien, welche 
tatsichlich gleichviel Siure verbrauchen, und nehmen wir an, 
das eine Bakterium produziere wiéhrend seines Wachstums 
erhebliche Mengen Oxalsiiure oder eine andere Saure, wiihrend 
das andere Bakterium keine Séure bildet. Nun wird in der 
einen Kultur die Oxalsiiure das primar gebildete Alkalicarbonat 
zersetzen und Alkalioxalat bilden, wiihrend in der zweiten 
Kultur das gebildete Alkalicarbonat bestehen bleibt. Da nun 
Alkalioxalat neutral gegen Lackmuspapier reagiert, so werden 
Unterschiede in der Intensitit der Reaktion gegen jenes Rea- 
genz vorhanden sein und es wird ein verschiedener Ameisen- 
sdureverbrauch vorgetiiuscht, wiihrend tatsiichlich gleichviel 
Ameisensaure zerst6rt worden ist. Ja, unserer Ansicht nach 
kann die Tiiuschung soweit gehen, dafi in einzelnen Kulturen 
auf diese Weise tiberhaupt kein Ameisensaureverbrauch nach- 
gewiesen wird, wihrend tatsiichlich ein Verbrauch stattge- 
funden hat, denn die Neutralisation des Alkalicarbonats kann 
unter Umstanden so weit gehen, daf mit Lackmuspapier eine 
neutrale Reaktion erhalten wird. 

Trotz der Unsicherheiten, welche diese Methode von 
MaaBen bietet, sollen die auf diese Weise erhaltenen Re- 
sultate hier aufgefiihrt werden, da man doch immerhin einen 
gewissen Uberblick dariiber erhiilt, wie sich die verschiedenen 
Bakterien gegeniiber Ameisensiure verhalten. 

Zuerst sollen die Bakterien aufgefiihrt werden, welche 


einen Ameisensiiureverbrauch zeigen, und zwar mit dem Zu- 
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satz viel, wenig usw., dann die, bei denen kein deutlicher 
Ameisensdureverbrauch nachgewiesen worden ist, und zum 
Schlu8 die, welche keine Ameisenséure vergiren. 


Ameisensiure verbrauchen: 


Bac. acidi lactici stark 
>» capsulatus Pfeifferi 
>» cyanogenus > 
>» diphtheriae columbarum 
> enteritidis Gaertneri > 
>» erythrosporus 
> aus rohem Fleisch > 
fluorescens > 
> putidus > 
> der Frettchenseuche > 
>» Kaninchenseptikamie > 
mesentericus ruber > 
> > vulgatus deutlich 
pneumoniae Friedlander = ziemlich stark 
> prodigiosus stark 
> pyocyaneus 
> ruber balticus ziemlich stark 
> > plymouth > 
>» der swine plague schwach 
subtilis > 
» typhi abdominalis deutlich 
> >  murium > 
2 >» coli commune Escherich  ziemlich stark 
‘* > >» Nr. 1—4 » > 
» lactis aerogenes deutlich 
Proteus mirabilis stark 
> vulgaris > 


Kein deutlicher Ameisensdureverbrauch: 


Bac. anthracis 
> aurantiacus. 


Kein Ameisensaureverbrauch: 


Bac. diphtheriae hominum 
> ramosus 
>» lactis erythrogenes 
Vibrio Blankenese 


> 


> 


cholerae asiaticae 
Dunbar 
Finkler-Prior 
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Vibrio Hamburg 
>»  Massauah 
»  Metschnikovi 
» Miller 
»  Tyrogenum. 

Aus dieser Aufstellung geht hervor, da’ die meisten der 
untersuchten Bakterienarten Ameisensiiure vergiiren. Unserer 
Ansicht nach werden auch die Bakterienarten, welche nach 
dieser Aufstellung keine Ameisensiiure vergiiren, dieses doch 
tun, denn es ist sehr wahrscheinlich, da’ simtliche Bakterien- 
arten das Vermodgen besitzen, Ameisensiéiure zu_ vergiiren. 
Warum dies der Fall sein mu, kann hier nicht erdrtert werden, 
es wiirde zu weit fiihren. DaB MaaB8en nicht bei allen Bak- 
terienarten eine Vergérung der Ameisensiiure fand, liegt woh! 
an seiner Untersuchungsmethode; die Griinde wurden bereits 
weiter oben erortert. 

Es diirfte wohl iiberhaupt schwer sein, mit Hilfe von 
qualitativen Methoden den Verbrauch oder Nichtverbrauch von 
Ameisenséure sicher nachzuweisen, aber immer wird dies ge- 
lingen, wenn man die Menge der nach einer gewissen Zeit 
noch vorhandenen Ameisensiiure quantitativ bestimmt: auch 
wenn man nur rein qualitative Zwecke im Auge hat, sollte 
man dies tun, denn die sicherste qualitative Analyse ist immer 
die quantitative Analyse. 

Hartwig Franzen und Georg Braun!) haben zum 
ersten Male die quantitativen Verhdltnisse bei der Vergérung 
der Ameisensiure durch Proteus vulgaris in systematischer 
Weise untersucht. Die in dieser Arbeit erhaltenen Zahlen sind 
aber noch mit einer gewissen Unsicherheit behaftet, da die 
Methode zur Bestimmung der Ameisensiure noch nicht so gut 
ausgebildet war und auferdem die Definition der Temperatur 
unsicher war. 

Bevor wir nun auf die eigentliche Arbeit eingehen, 
mochten wir noch einige Worte dariiber sagen, welche Vor- 
teile ein quantitatives Verfolgen eines Girungsvorganges, speziell 
der Vergiérung der Ameisensiaure, bietet. 


') Biochem. Zeitschrift, Bd. VIII (1908), 5S. 92. 
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Vor allen Dingen ist hervorzuheben, dali nur die Be- 
stimmung der Menge der vergorenen Ameisenséure die Még- 
lichkeit bietet, einen exakten Einblick in den Verlauf der 
Girung zu bekommen. Bestimmen wir die Menge der vor- 
handenen Ameisensdure von Tag zu Tag, so erhalten wir die 
Reaktionsgeschwindigkeit des Vorganges der Zerlegung der 
Ameisensiiure und diese Reaktionsgeschwindigkeit ist ein 
exaktes Mal fiir den Verlauf der Girung. 

Haben wir die Reaktionsgeschwindigkeit ftir eine be- 
stimmte Konzentration der Ameisensiiure festgestellt und be- 
stimmen wir nun die Reaktionsgeschwindigkeit {tir eine andere 
Konzentration der Ameisenséure, so wird im allgemeinen die 
Reaktionsgeschwindigkeit eine andere geworden sein. Der 
Unterschied zwischen den in beiden Versuchszeiten erhaltenen 
Reaktionsgeschwindigkeiten ist ein exaktes Mab des Einflusses, 
welchen die Konzentration der Ameisensdure auf den Verlauf 
der Giirung austbt. Variieren wir die Konzentrationen nun 
noch weiter, so werden wir schlieblich zwei Konzentrationen 
finden, welche sich vor den anderen auszeichnen, namlich eine, 
bei welcher die Reaktionsgeschwindigkeit am gr6ften ist, und 
eine, bei welcher tiberhaupt keine Reaktionsgeschwindigkeit 
mehr vorhanden ist: wir haben also die Konzentrationen be- 
stimmt, bei welcher am meisten und bei welcher itiberhaupt 
keine Ameisenséure vergoren wird. Um die von der Konzen- 
tration abhingigen Reaktionsgeschwindigkeiten festzustellen, 
miissen natiirlich die anderen Faktoren, von denen sie ab- 
hingig ist, unveriindert bleiben. 

Haben wir die Reaktionsgeschwindigkeit bei einer Tem- 
peratur festgestellt, so werden wir bei einer anderen Tempe- 
ratur eine andere Reaktionsgeschwindigkeit finden. In der 
Differenz der bei beiden Temperaturen gefundenen Reaktions- 
geschwindigkeit liegt nun ebenfalls wieder ein exaktes Mab 
des Einflusses, welchen die Temperatur auf die Vergirung der 
Ameisensiiure austibt. Variieren wir die Temperaturen nun 
noch weiter, so werden wir schlieBlich 3 Temperaturen finden, 
die sich vor den andern auszeichnen, néimlich 2 Temperaturen, 
bei denen iiberhaupt keine Ameisensiure mehr vergoren wird, 
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und eine, bei welcher am meisten vergoren wird. Voraus- 
setzung ist natiirlich auch hier wieder, dai die tibrigen Fak- 
toren, von denen die Reaktionsgeschwindigkeit auferdem noch 
abhangt, unverindert bleiben. Die obere und die untere Tem- 
peratur und die Optimaltemperatur kann auch auf andere 
Weise festgestellt werden und dies geschieht wohl meistens 
so, da& die Uppigkeit des Wachstums bei den verschiedenen 
Temperaturen festgestellt wird; aber man wird zugeben miissen, 
daf auf diese Weise absolut keine Sicherheit erlangt werden 
kann, denn der eine Beobachter wird als tippiges Wachstum 
ansehen, was einem anderen Beobachter nur als gutes Wachs- 
tum erscheint, und so werden Differenzen von mehreren Graden 
bei der Festlegung dieser Kardinalpunkte herauskommen. Be- 
nutzen wir dagegen die quantitative chemische Analyse zur 
Feststellung dieser Punkte, so kénnen wir uns iiberhaupt nicht 
tiuschen, denn die Wage arbeitet objektiv, wahrend das Auge 
subjektiv arbeitet. 

Aufer von der Konzentration der Ameisensiiure und der 
Temperatur ist die Vergarung der Ameisensdéure noch von 
anderen Faktoren abhangig, z. B. von der Zusammensetzung 
des Nahrbodens. Nehmen wir an, wir hatten einen kiinstlichen 
Nahrboden, welcher aus den tiblichen anorganischen Kationen 
und Anionen K, Na, Ca, Mg, Fe, SO,, PO,, Cl einer organischen 
Kohlenstoffquelle, z. Bb. Glukose, und einer organischen Stick- 
stoffquelle, z. B. Asparagin, in bestimmter Konzentration besteht 
und fiigen wir auBerdem noch eine bestimmte Menge Ameisen- 
siure hinzu, so werden wir bei einer bestimmten Temperatur 
eine bestimmte Reaktionsgeschwindigkeit der Vergirung der 
Ameisensaure erhalten. Variieren wir nun eine der Komponenten 
der Nihrlésung (auber der Ameisenséure), so werden wir wohl 
im allgemeinen eine andere Reaktionsgeschwindigkeit erhalten 
und wir haben wieder in der Differenz dieser beiden Reaktions- 
geschwindigkeiten ein exaktes MaB des Einflusses, welchen die 
Verinderung der einen Komponente auf die Vergirung der 
Ameisensaure ausiibt. Es ist aber auch mdglich, dai durch 
die Variation einer Komponente keine Anderung der Reaktions- 
geschwindigkeit bewirkt wird, und wir haben dann gefunden, 
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daB die bestimmte Anderung in der Zusammensetzung der 
Niahrlésung keinen Einflu§ auf die Vergérung der Ameisenséure 
austibt. Wir konnen auch zwei der Komponenten dndern und wir 
werden so die Abhangigkeit der beiden Komponenten von ein- 
ander finden. Wenn eben von einer Veranderung der Kompo- 
nenten die Rede war, so war immer eine Konzentrationsande- 
rung gemeint. Anstatt nun aber lediglich die Konzentration 
der Komponenten zu &’ndern, kénnen wir aber auch eine Kom- 
ponente durch eine neue ersetzen. So kénnen wir z. B. Kalium 
gegen Ciasium oder Rubidium austauschen und zahlenmabig 
finden, welchen Einflu$ dieser Austausch auf die Vergirung 
der Ameisenséure austibt. Noch wichtiger diirfte es wohl sein, 
den Ersatz der Stickstoffquelle durch eine andere, z. B. den 
Ersatz des Asparagins durch ein Ammoniumsalz, durch Glyko- 
koll oder eine andere Aminosiéure in bezug auf seinen Einflub 
auf die Reaktionsgeschwindigkeit zu studieren oder den Einflus, 
welchen der Ersatz der Kohlenstoffquelle durch eine andere, 
z. B. Glukose durch Fruktose oder Galaktose austibt. Mit der 
Variation der Stickstoff- und Kohlenstoffquelle werden wir einen 
Einblick erhalten, wie sich diese verschiedenen Korper als 
Kohlenstoff- resp. Stickstoffquelle fiir das betreffende Bakterium 
eignen; wir kénnen die mehr oder minder giinstigen Eigenschaften 
der betreffenden Koérper als Kohlenstoff- resp. Stickstoffquelle 
zahlenmabig ausdriicken, anstatt wie bisher darauf angewiesen 
zu sein, diese Beziehungen mehr oder minder sicher aus den 
Wachstumserscheinungen der Bakterien abzuleiten. Wir kénnen 
natiirlich auch mehrere Komponenten gleichzeitig variieren und 
wir werden so die Abhiingigkeit der einzelnen Komponenten von- 
einander erfahren: auch der Einfluf{ der Temperatur miifte 
wieder studiert werden, je nach der Veranderung des Nahr- 
bodens. Je mehr wir von diesen Beziehungen feststellen, einen 
desto genaueren Einblick werden wir in die Vergirung der 
Ameisensdure erhalten. 

Die quantitative Analyse bietet noch die Méglichkeit zum 
exakten Studium mancher anderer Einfliisse auf das Gedeihen 
der Bakterien. So kénnen wir z. B. den EinfluB der Gifte auf den 
Verlauf der Gaérung untersuchen. Setzen wir z. B. einmal Zn-lon, 
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das andere Mal Cd-lon zu der Kulturfliissigkeit, so wird sich 
wohl im allgemeinen eine verschiedene Reaktionsgeschwindig- 
keit ergeben und in dieser verschiedenen Reaktionsgeschwindig- 
keit haben wir wieder ein exaktes Maf fiir die Giftwirkung. Auch 
der EinfluB des Sauerstoffs auf das Gedeihen der Bakterien 
laBt sich auf diese Weise exakt bestimmen. 

Noch ein anderes sehr wichtiges Gebiet der Biochemie 
der Bakterien wird durch die quantitative Analyse der exakten 
Beobachtung zuganglich gemacht, naémlich die Variabilitét der 
Bakterien in bezug auf ihre chemischen Eigenschaften. A priori 
sollte man erwarten, dai ein und dasselbe Bakterium unter 
gleichen Umstianden auch gleiche chemische Wirkungen ausiibt. 
Das ist aber lange nicht immer der Fall; wir erinnern nur 
an das Verschwinden und Wiedererscheinen der Farbstoffpro- 
duktion, an das Verschwinden und Wiedererscheinen der Patho- 
genitit usw. Wenn wir nun verschiedene Stéamme ein und der- 
selben Bakterienart unter identischen Umstanden Ameisensdure 
vergéren lassen, so kénnen ganz verschiedene Reaktionsge- 
schwindigkeiten herauskommen, wie auch aus dieser Arbeit 
hervorgeht. In dem Unterschiede der Reaktionsgeschwindig- 
keiten liegt dann ein exaktes Mafi fiir die Verschiedenheit der 
chemischen Wirksamkeit, fiir die Verschiedenheit des physio- 
logischen Zustandes, der beiden Bakterienstémme. Weiter kinnen 
wir die Verinderungen des physiologischen Zustandes, welche 
durch auBere Einfliisse bei einem Bakterium hervorgerufen 
werden, exakt studieren. Nehmen wir einen Kakterienstamm 
von bestimmter Reaktionsgeschwindigkeit der Ameisensiure- 
vergaérung und setzen ihn dem Einflu{ verschiedener Faktoren 
laingere Zeit aus, wir zuchten ihn z. B. langere Zeit bei ver- 
schiedenen Temperaturen oder in verschiedenen Nihrmedien 
und untersuchten ihn dann nach einer bestimmten Zeit wieder 
auf sein Vermégen Ameisenséure zu vergiren, so wird die 
Reaktionsgeschwindigkeit sich entweder geindert haben, oder 
sie wird dieselbe geblieben sein. In dem einen Falle hat sich 
der physiologische Zustand geandert, in dem anderen Falle 
nicht. Hat sich der physiologische Zustand geiindert, so haben 
wir in dem Unterschied der Reaktionsgeschwindigkeit ein exaktes 
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Mab fiir die Veranderung, welche durch den Einfluf der ge- 
wahiten Faktoren auf das betreffende Bakterium hervorgerufen 
worden ist. 

Wenn auch die Bakterien unter dem Einflub be- 
stimmten Faktoren sehr leicht eine Veranderung ihres physio- 
logischen Zustandes erleiden, so ist es doch wahrscheinlich, 
daf} sie an den Stellen, an welchen sie in der Natur vorkommen, 
einen identischen physiologischen Zustand besitzen. Isolieren 
wir nun ein Bakterium und lassen es dann auf eine Ameisen- 
siureldsung einwirken, so wird sich eine bestimmte Reaktions- 
geschwindigkeit ergeben; isolieren wir nun das Bakterium ein 
anderes Mal und bringen es wiederum in die Ameisensiure- 
lOsung, so wird sich dieselbe Reaktionsgeschwindigkeit ergeben. 
Wir diirfen dann sagen: geben zwei Bakterien unter gleichen Um- 
stiinden eine gleiche Reaktionsgeschwindigkeit, so sind sie iden- 
tisch. Wenn dies wirklich der Fall ist, und die Méglichkeit 
liegt’ immerhin vor, so wire in der Diagnose der einzelnen 
Bakterienarten eine auferordentliche Erleichterung geschatten. 
Bevor sich aber hieriiber etwas Niéheres aussagen lift, 
weiteres Versuchsmaterial abgewartet werden. 

Bisher waren die Untersuchungsmoglichkeiten immer nur 
auf eine Bakterienart bezogen worden, aber sie lassen sich 
natiirlich auf alle Bakterienarten ausdehnen. Die Vergleichs- 
moglichkeiten, die sich dann ergeben, mége sich jeder selbst 
ausmalen; sie im einzelnen hier aufzufiihren, wiirde viel zu 
weit gehen. 

Weshalb gerade das Studium der Ameisensiiurevergdrung 
sich unserer Ansicht nach besonders gut fiir derartige verglei- 
chende Untersuchungen eignet, mége kurz erwahnt werden. 
Erstens lift sich die Ameisensiiure gut quantitativ bestimmen, 
was man von anderen Korpern, welche einer Bakteriengiirung 
unterliegen, nicht sagen kann, und zweitens ist es wahrscheinlich, 
dal} die Ameisenséure die Vorstufe der Kohlensaéure bei der 
Atmung ist, ihre Zersetzung steht also in nahem Zusammen- 
hange mit den Lebenserscheinungen tiberhaupt und es liegt die 
Moglichkeit vor, daS man die mit ihr gesammelten Erfahrungen 
auch auf die Zerlegung anderer K6rper durch Bakterien iiber- 
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tragen kann. Die so verschiedenartigen bei der Giarung ein- 
zelner Bakterienarten und bei der Vergérung verschiedener 
Substanzen sich bildenden Korper sind doch wahrscheinlich 
nichts anderes als Zwischenstufen zwischen dem zersetzten 
Korper und der Kohlensiure und damit auch der Ameisensiure. 
Bevor aber genaueres hieriiber ausgesagt werden kann, mub 
mehr Versuchsmaterial abgewartet werden. 

Zum Schlusse sei nun nochmals betont, dali die im Vor- 
hergehenden besprochenen Untersuchungen auch bisher ausge- 
fiihrt werden konnten, wenn auch in sehr unsicherer Weise, 
da man sich auf die Beobachtung der Wachstumserscheinungen 
der Bakterien beschriinken mufte. Daf diese Beobachtungs- 
weise recht unsichere Resultate ergeben mul, ist selbstver- 
stindlich, denn das Auge eines Beobachters arbeitet von dem 
des anderen in quantitativer Hinsicht recht verschieden und 
das Auge ein und desselben Beobachters wird nach einer ge- 
wissen Zeit auch in quantitativer Himsicht anders arbeiten als 
vorher, da ja Vergleichsobjekte fehlen. Kleine Differenzen 
kénnen auf diese Weise tiberhaupt nicht festgestellt werden. 
Die nach der alten Methode erhaltenen Resultate kénnen nur 
durch Worter wie gut, sehr gut, schlecht usw. ausgedriickt 
werden oder durch Beziehung auf ein anderes Bakterium mit 
besser, schlechter als, ebenso gut wie: derartige Angaben sind 
aber recht unsicher und fiir exakte Vergleiche nicht geeignet. 
Nehmen wir dagegen die Wage als Beobachtungsinstrument, so 
erhalten wir ganz eindeutige Angaben, welche sich in Zahlen 
ausdrticken lassen; da die Wage in den Hiinden des einen 
Beobachters ebenso genau arbeitet, wie in denen eines anderen, 
so miissen die an demselben Objekt unter denselben Bedin- 
gungen vorgenommenen Beobachtungen auch tibereinstimmende, 
sich in Zahlen ausdriicken lassende Resultate ergeben. Nur 
mit Hilfe der quantitativen chemischen Analyse kann die Bio- 
chemie der Bakterien auf eine exakte Grundlage gestellt werden. 

In der vorliegenden Arbeit konnten natiirlich nicht alle 
die eben erwahnten Versuchsmoglichkeiten durchgefiihrt werden : 
es kam hauptsachlich darauf an, einmal Erfahrungen in bezug 
auf die Versuchstechnik zu sammeln, da ja analoge Arbeiten 
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noch nicht vorliegen, und weiterhin den EinfluB der Temperatur 
auf die Vergiirung der Ameisensiiure zu studieren. 

Bevor wir auf die eigentliche Arbeit eingehen, sei noch 
kurz die zur Anwendung gelangte Methode der Ameisenséiure- 
bestimmung mitgeteilt, deren ausfiihrliche Beschreibung sich 
im Journal fiir praktische Chemie (II), 80 (1909) 368, findet. 


Benutzt wurde die Methode von Scala in einer von uns 
verbesserten Form: die Methode beruht darauf, dai eine 
Losung von Mercurichlorid durch Ameisensiure zu unléslichem 
Mercurichlorid, dessen (Gewicht bestimmt werden kann, 
reduziert wird. 

HCOOH 2 HgCl, = CO, -+ 2 HCl Hg,Cl, 

0,2 —1g Ameisensiiure, als lésliches Salz vorliegend, werden 
in ca. 1] Wasser gelést: zu dieser Losung wird das 15 fache 
der angewandten Menge Ameisensiiure an Sublinat, gelést in 
100—200 heifiem Wasser, gegeben und umgeriihrt. Die 
Mischung wird jetzt so lange in ein 95—100° heibes Wasser- 
bad gestellt, bis der ausfallende Kalomelniederschlag sich zu 
Boden gesetzt hat, was nach 1'/2—% 4 Stunden geschehen ist. 
Dann wird zu der heiben Fliissigkeit unter Umrihren so lange 
Natronlauge hinzugefiigt, bis der an der Einfallstelle entstehende 
braungelbe Niederschlag von Quecksilberoxyd nicht mehr 
verschwindet; die ganze Fliissigkeit hat dann einen braunlichen 
Farbenton angenommen. Das Becherglas wird jetzt wieder 
so lange in das Wasserbad zuritickgesetzt, bis der Niederschlag 
sich wieder vollkommen gesenkt hat, was nach ca. 1/2 Stunde 
geschehen ist, das Neutralisieren nochmals wiederholt und das 
Becherglas in das Wasserbad zuriickgestellt. Nachdem sich 
der Niederschlag wieder vollkommen zu Boden gesetzt hat, 
werden 20cem konzentrierte Salzsiure hinzugefiigt, gut umgerthrt 
und nochmals 1 Stunde lang in das Wasserbad gestellt. Der 
Niederschlag wird nunmehr auf einem Gooch-Tiegel abgesaugt, 
gut mit heibem Wasser ausgewaschen, 6—8 Stunden lang im 
Dampftrockenschrank bei 95—100° getrocknet, dann iiber 
Nacht im Vakuumexsikkator tiber Kali und Schwefelsaure 
gestellt und gewogen. 
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Einige der so erhaltenen Resultate sind in folgender 
Tabelle zusammengestellt : 


Tabelle A. 

Ange- Ge- | Ge- Ge- | Diffe- 
wandle nete fundene Differenz fundene: Differenz fundene | 
Menge | Menge Menge | Kal Menge | HCOO Menge — 

| | H | 
HCOOH Kalomel Kalomel. HCOOH ‘HCOOH | HCOOH 


| 
02301 2.3545 | 2.3456 —0,0089 | 0,2292 —0,0009 99,62 | ~ 0,38 
0.2301 2,354 2.3498 — 0,0047 | 0,2296 0,005 99,80 — 0,20 
0.2301 | 2,3545 | 2.3470 | — 0.0075 0,229 0,007, 99,68 — 0,32 
0.2301 2.3545 23502 — 0,0043 | 0,2297 0,0004 99,82 —0,18 
0.2301 2.3545 2.3554 +1-0,0009 | 0.2302, +0,0001 100,04 0,04 
0.2301 2.3545 | 2.3528 —0,0017 | 0.2299 —0,0002 99,92 | — 0,08 
0.2301 2.3545 2.3542 | —0,0003 | 0.2301 | + 0,0000) 99,99 |—0,01 


| 


0,4602 | 4.7091  4,7082 -— 0,0009 0,4601 0,0001 | 99.98 | — 0,02 
0.4602 | 4,7091 4,7066  — 0,0025 | 04600 |—9, 0002 99,95 | — 0,05 
0,9204| 94193 | 94230 0,9209 -+-.0,0005 | 100,05 | +-.0,05 
0,9204| 9,4193 | 9.4216 0,9207 0.0008 100,04 | +-0,04 


9 4272 +.0,0079 , 0,9213 | +-0,0009 | 100,09 | 


9,4184 -+-0,0009 | 0,9204 | + 0,0000 100,00 | + 0,00 
| 


Um aus dem Gewicht des Kalomels die Ameisensdure 
zu berechnen, mul} das erstere mit 0,097726 multipliziert werden. 

Nachdem die Bedingungen fiir eine exakte Bestimmung 
der Ameisensiiure gefunden waren, galt es zu sehen, ob die 
Ameisensiure sich auch quantitativ aus einer Fliissigkeit 
abdestillieren liel. 

Nach vielfachem Herumsuchen wurde folgender Apparat 
als zweckmabig zur Ausfiihrung der Destillation gefunden. Als 
Destillationskolben diente ein Kjeldahl-Kolben von 800 ccm 
Inhalt mit ziemlich langem Hals. Er war oben mit einem 
doppelt durchbohrten Gummistopfen verschlossen, durch dessen 
eine Bohrung das Dampfzuleitungsrohr bis nahe auf den Boden 
des Kolbens fiihrte, wihrend in der anderen Bohrung der bei 
Stickstoffbestimmungen nach K jeldah] tbliche Destillationsauf- 


0.9204 9,4193 
0.9204! 94193 
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satz steckte; das freie Ende des Destillationsaufsatzes war mit 
einem langen Schlangenkiihler verbunden. Zum Auffangen des 
Destillates diente ein Becherglas von 21 Inhalt, in welchem 
nachher auch die Fiillung vorgenommen wurde. Eine Analyse 
mit Hilfe dieses Apparates wurde in folgender Weise durch- 
gefihrt: Die in ca. 200 cem Wasser geliste Menge des 
betreffenden Formiates wurde in den Destillationskolben gegeben, 
10 cem 50°/oige Phosphorsaure hinzugefiigt und Wasserdampf 
hindurchgeleitet. Der Wasserdampfstrom muB8 reguliert 
werden, dafi aus dem Destillationsaufsatz keine Fliissigkeit mit 
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in den Kiihler tibergerissen wird und aus dem unteren Ende des 
Kiihlers keine Dampfe entweichen. Das letztere kann aber 
leicht vermieden werden, wenn man den Kiihler mdglichst 
lang wahlt und fiir einen kraftigen Wasserstrom sorgt. Ferner 
ist darauf zu achten, dab sich die Fliissigkeit in dem 
Destillationskolben nicht durch Kondenswasser vermehrt; am 
giinstigsten gestaltet sich die Destillation, wenn man wahrend 
des Versuches die Fliissigkeit durch eine untergestellte Gas- 
flamme auf ca. '/4 ihres Volumens eindampfen lat. Um zu 
sehen, ob die vorhandene Ameisensiiure tiberdestilliert ist, 
fingt man 10 ccm des Destillates auf, fiigt 1 Tropfen 
Phenolphthaleinlésung hinzu und titriert mit 4/10 n-Baryt- 
wasser; die Ameisensiiure ist vollstandig tibergetrieben, wenn 
10 ccm des Destillates nicht mehr als '/2 Tropfen " 10-Baryt- 
wasser erfordern, um bleibende R6tung zu erzeugen. Nach 
Beendigung der Destillation wird der Inhalt des Becherglases 
nach Zusatz von einigen Tropfen Phenolphthaleinlésung mit 
Normalnatronlauge neutralisiert und dann die Bestimmung der 
Ameisensiure in der oben beschriebenen Weise vorgenommen. 

Fiir die vorliegenden Versuche wurde als Nahrlodsung die 
in der Bakteriologie tibliche Néhrbouillon verwendet. Dargestellt 
wurde sie nach der in dem Buche von Karl Giinther «Ein- 
fihrung in das Studium der Bakteriologie» 6. Auflage, Leipzig 
1906, S. 203, gegebenen Vorschrift. 1 kg fettfreies, sehr fein ge- 
hacktes Rinderfleisch wurde mit 21 destilliertem Wasser iiber- 
gossen, gut durchgeschiittelt und 24 Stunden im Eisschrank 
stehen gelassen. Nach dieser Zeit wurde koliert, das extrahierte 
Fleisch gut ausgeprelit und das so gewonnene Fleischwasser 
mit destilliertem Wasser zu 2 | aufgefiillt. Die 2 | Fleisch- 
wasser werden dann mit 20 g Pepton Witte und 10 g Koch- 
salz versetzt, letztere beiden Substanzen durch Schiitteln in 
LOsung gebracht und nun die Lésung so lange mit verdiinnter 
Natronlauge versetzt, bis sie gegen Lackmus ganz schwach 
alkalisch reagierte. Dann wurde 1—2 Stunden im Dampftopf 
erhitzt und vom ausgeschiedenen Eiweif abfiltriert. Die so 
erhaltene Naéhrbouillon wurde mit Lackmuspapier auf ihre Re- 
aktion gepriift und, falls sie nicht mehr schwach alkalisch reagierte, 
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durch erneuten Zusatz von verdiinnter Natronlauge auf schwach 


alkalische Reaktion gebracht. 


Tabelle B. 
Ange- |Berech- Ge- | | Ge- | Ge- Diffe- 
wandte, nete fundene Differenz fundene Differenz fundene 
Menge Menge | | 
HCOOH Katomet! | | | | HCOOH 
e | | | | | | % | % 

0.2301 2.3545 +-.0,0087 | 0.2310 | +-.0,0009 | 100,37 4037 
0.2301 2.4545 2.3466 0,0079 | 0,2293 | —0,0008 99,66 | — 0,34 
0.2301 2.3545 2.3492 —0,0053 02296 | —0,0005 99,77 | — 0,28 
0.2391 2.3545 2.3574 | | 0,2304 | +-0,0003 | 100,12 | +-0,12 
0.2301 2.3545 2.3578 0,0033 | 0,2304 -+-.0,0003 | 100,14 +-0,14 
0.2301 2.3545 2.3596 ——0,0019 0.2299 0,002 | 99,92 —0.08 
0.4602 4.7091 | 4.7148 | +.0,0057 | 0,4608 | +-0,0006 100,12 +0,12 
0.4602 47091 4,7030  — 0,0061 | 04596, — 0,0006 99,87 — 0,13 
0.4602 4,7091 4,6903 —0,0188 | 0.4584 | — 0,0018 | 99,60 | 0.40 
0.4602 4,7091 4.7068 | 0,0023 0.4600 | —0,0002) 99,95 0.05 
0.4602 4.7091 | 46974 0.0117 04591 | —0,0011 99,75 — 0,25 
0.4602 | 4.7091 4,6885 — 0,0106 | 0,4582 | — 0.0020 99,56 — 0,44 
0.4602 4,7091  £,7086 0,005, 0,4602 0,0000, 99,99 | —0,01 
0.4602 4,7091 4,706 — 0,0026 | 0,4600 | — 0,0002 99,95 | — 0.05 
04602 4.7091 4,7073 | —0,0018 | 0,4600 —0,0002) 99,96 0.04 
0.9204 9.4193 | 94140 0,0053 | 0,9200 | —0,0004) 99,95 | — 0,05 
0.9204 94193 9.4202 | +.0,0062 | 0,9206 | +-0,0002 100,00 | -+- 0.01 
09204 94193 | 94206  -+-.0,0013 | 0,9206 | +-0,0002 100,03 + 0,03 
0.9204 | 9,4193 | 9.4170 | — 0,0023  0,9203 —0,0001 99,99 | — 0,01 
0.9204 9,4193 | 94207 +.0,0014 | 0,9207 | 0,0003 | 100,03 | +- 0.08 


Da die Einstellung der Reaktion der Nahrbouillon mit 
Hilfe von Lackmuspapier als Indikator eine ziemlich unsichere 
ist, wurde spiiter dazu iibergegangen, die Reaktion mit Hilfe 
von Phenolphthalein als Indikator einzustellen; hierbei wurde 


in folgender Weise verfahren. 


Die auf die weiter oben be- 


schriebene Weise erhaltenen 21 Fleischwasser wurden nach 
Zusatz von 1°/o Pepton Witte und !/2°/o Kochsalz mehrere 
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Stunden im Dampftopf erhitzt und dann von den ausgeschie- 
denen EiweiBk6rpern abfiltriert. Die so gewonnene Nahrbouillon 
wurde in einen 2 |-Mefikolben gegeben und eventuell genau 
zu 2) aufgefiillt. Dann wurde mit einer Pipette 50 ccm Bouillon 
herausgenommen und diese in einer Porzellanschale so lange 
aus einer Biirette mit ca. 2°/o kohlensdurefreier Natronlauge 
versetzt, bis eben Rotfiirbung eingetreten war. Das 39 fache 
der so bestimmten Menge Natronlauge wurde dann zu der 
noch in dem Mefkolben befindlichen Bouillon hinzugefiigt und 
dann wiederum eine Stunde im Dampftopf erhitzt. Von dem 
ziemlich betrichtlichen Niederschlag, der sich durch das Er- 
hitzen abgeschieden hatte, wurde abfiltriert und die Reaktion 
der Bouillon gepriift. Etwas von der Bouillon wurde in eine 
Porzellanschale gegeben und mit einem Tropfen Phenolphthalein- 
lOsung versetzt: es trat dann immer schwache Rotfarbung ein. 
Die so neutralisierte Nihrbouillon wurde dann fiir die Versuche 
benutzt. Ob die Nahrbouillon nach der einen oder anderen 
Methode neutralisiert wurde, ist immer bei den betreffenden 
Versuchsreihen bemerkt. 

Die verschiedenen Neutralisationsverfahren haben, wie 
man bei genauerer Durchsicht der erhaltenen Zahlen findet, 
auf die Reaktionsgeschwindigkeit der Vergérung der Ameisen- 
saure keinen Einflu{, und das war auch a priori zu erwarten. 
Denn wenn auch anfangs kleine Unterschiede in der OH-Ionen- 
Konzentration vorhanden sind, so wird sich das doch bald 
ausgleichen, da bei der Zersetzung des Natriumformiates nach 
der Gleichung HCOONa 4+- H,O = NaHCO, +-H, soviel Bicar- 
bonat gebildet wird, daf in beiden Bouillonsorten sehr bald 
eine vollkommen gleiche Reaktion vorhanden ist. 

Das Aussehen der auf die gleiche Weise zu verschiedenen 
Zeiten erhaltenen Bouillon war mitunter ein recht verschiedenes. 
Ks wurde einmal eine Bouillon erhalten, welche nur ganz 
schwach gelb gefiarbt war, und einmal eine, welche eine ebenso 
dunkle Farbe hatte wie Bierwiirze. Zwischen diesen beiden 
extremen Farbenntiancen lag die Farbe der gewohnlich er- 
haltenen Bouillon. 

Als Versuchsgefiibe dienten Erlenmeyer-Kolben von 
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200 cem Inhalt, die mit einem Wattepfropfen verschlossen und 
bei 150° sterilisiert waren. 

Die Ameisenséure wurde zu der Bouillon in Form ihres 
Calcium- oder Natriumsalzes gegeben. Beide Salze waren 
vorher durch eine Analyse auf ihre Reinheit gepriift worden. 
Die Konzentration wurde so gewahlt, daf auf 100 ccm Nihr- 
bouillon !/100-Mol. Ameisenséure in Form ihres Calcium- oder 
Natriumsalzes kam. 

Zur Fiillung der Kolben mit der Ameisensdurebouillon 
wurde in folgender Weise verfahren: 13,612 g Natriumformiat 
wurde in der Nihrbouillon zu 11 gelést. Dann wurden in die 
vorher sterilisierten Erlenmeyer-Kolben genau 50 ccm dieser 
Natriumformiatl6sung aus einer Biirette einflieBen gelassen und 
aus einer anderen Biirette genau 45 gewohnliche Nihr- 
bouillon hinzugegeben. Jetzt enthielten die einzelnen Kolben 
cem Bouillon und in dieser gelést !/100-Mol. Ameisensaure 
als Natriumformiat. Die Kolben mit der Ameisenséurebouillon 
wurden dann an 3 aufeinander folgenden Tagen je 20 Minuten 
im Dampftopf sterilisiert. 

Als Versuchsobjekte dienten 3 roten Farbstoff bildende 
Bakterien : 

Bac. prodigiosus 
Bac. Plymouthensis 
Bac. Kiliense. 

(Gelegentlich kam auch noch ein viertes roten Farbstotf 
produzierendes Bakterium, Bac. miniaceus, zur Untersuchung 
aber nur in 4 Versuchsreihen; auf diese Versuchsreihen soll 
nicht naher eingegangen werden). Je ein Stamm dieser Bak- 
terienarten wurde von Kril in Prag bezogen; je ein anderer 
Stamm dieser 3 Bakterienarten wurde uns in liebenswiirdiger 
Weise von der Direktion des kaiserlichen Gesundheitsamtes, 
welcher auch an dieser Stelle bestens gedankt sei, zur Ver- 
fiigung gestellt. Je nachdem bei den verschiedenen Versuchs- 
reihen das von der einen oder anderen Bezugsquelle her- 
stammende Bakterium zur Verwendung kam, wurde es durch 
Hinzufiigung des Namens Kral oder durch die Buchstaben 
K. G. A. (Kaiserliches Gesundheits-Amt) kenntlich gemacht. Die 
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3 Bakterienarten bildeten auf Agar kriéftig roten Farbstoff: 
die Kulturen wurden alle 3—4 Wochen umgeimpft. 

Die Impfung der Versuchskolben mit den betreffenden 
Bakterien wurde nach 2 verschiedenen Methoden vorgenommen. 

Methode 1. Von der Originalkultur wurde je eine 
Platindse voll abgenommen und auf verschiedenen Agarroéhrchen 
Strichkulturen angelegt. Diese Strichkulturen wurden 1—2 Tage 
bei Zimmertemperatur stehen gelassen: nach dieser Zeit war 
eine kraftige Entwicklung eingetreten. Je eine Platinése voll 
dieser frischen Agarstrichkulturen wurden nun in je 10 cem 
gewOhnliche Niéhrbouillon, welche sich in Reagenzglasern be- 
fand, tibertragen und durch kraftiges Umschiitteln mdglichst 
verteilt. Die so beschickten Bouillonréhrchen wurden dann 
zur Entwicklung genau 2% Stunden lang bei der Temperatur, 
bei welcher der Versuch ausgefiihrt werden sollte, stehen 
gelassen. Nach dieser Zeit wurde aus dem einzelnen Rohrchen 
nach vorherigem kriiftigen Umschiitteln mit sterilen Pipetten 
\’cem der Kulturfliissigkeit herausgenommen und in die ein- 
zelnen mit Ameisensiurebouillon beschickten Kulturkolben ge- 
geben. Die Kulturkolben enthielten jetzt 100 ccm Bouillon, 
1 yo0-Mol. Natriumformiat und waren auferdem mit dem be- 
treffenden Bakterium geimpft. 

Dab nach dieser Methode eine gleichmabige Beimpfung 
der einzelnen Kolben erfolgen kann, geht aus der guten Uber- 
einstimmung vieler Versuchsreihen, welche nach dieser Methode 
geimpft worden sind, hervor. Da aber innerhalb dieser gut iiber- 
einstimmenden Versuchsreihen doch einige Unstimmigkeiten vor- 
handen waren und da auferdem Versuchsreihen erhalten wurden, 
welche nicht gut tibereinstimmten, wurden diese Dilferenzen, da 
der Einflu8B des Luftwechsels und die verschiedene Zusammen- 
setzung der einzelnen Nahrbouillonsorten noch nicht sicher er- 
kannt war, dieser Impfungsmethode zugeschrieben; denn es war 
immerhin moglich, dali bei Anwendung dieser Methode eine ver- 
schiedene Menge Bakterien in die einzelnen Kulturkolben hinein 
gelangte und dafi dadurch die Differenzen veranlait wurden. 
Um diesen eventuellen Fehler zu umgehen, wurde spater eine 
andere Methode zur Impfung der Kolben angewendet. 


134 


{ 
i 


188 Hartwig Franzen und G. Greve, 


Methode 2. Von der Originalkultur wurde zunachst 
eine Ose voll abgenommen und mit dieser eine Agarstrich- 
kultur angelegt; diese wurde dann 1—2 Tage zur Entwicklung 
stehen gelassen. Nun wurde von dieser frischen Agarstrich- 
kultur eine Platinése voll Bakterienmasse abgenommen, in 10ccm 
Bouillon, welche sich in einem Reagenzglase befanden, einge- 
tragen und durch Schiitteln fiir eine gute Verteilung der Bak- 
terien gesorgt; das Réhrchen wurde dann 24 Stunden bei der 
Versuchstemperatur stehen gelassen. Nach dieser Zeit wurden 
5 eem der Kultur mit einer sterilen Pipette herausgenommen 
und in einen Erlenmeyer-Kolben, welcher mit 100 ccm Nahr- 
bouillon beschickt war, eingetragen. Dieser Erlenmeyer- 
Kolben wurde nun wiederum 24 Stunden bei der Versuchs- 
temperatur stehen gelassen. Dann wurde mit einer sterilen 
Pipette nach vorherigem Umschitteln je 5 ccm der Kultur- 
fliissigkeit herausgenommen und in die mit Ameisensiure- 
bouillon beschickten Erlenmeyer-Kolben gegeben. 

Bei den auf diese Weise geimpften Versuchsreihen war 
jedenfalls die Sicherheit gegeben, daB innerhalb ein und der- 
selben Versuchsreihe in jeden Kolben gleichviel Bakterien ge- 
langt waren. Auch nach dieser Methode wurde in verschiedenen 
Versuchsreihen, welche zu verschiedenen Zeiten ausgefiihrt 
wnrden, gut tibereinstimmende Resultate erhalten. Ob die erste 
oder zweite Methode zur Impfung der Kolben angewendet wurde, 
ist jedesmal bei der betreffenden Versuchsreihe angefiihrt. 

Die auf die eine oder andere Weise geimpften Kolben 
werden dann in die Thermostaten gestellt. Zur Anwendung ge- 
langten Ostwaldsche Thermostaten ; die Temperatur schwankte 
héchstens um + 0,1°. Nach 24, 2X24 usw. Stunden wurden 
dann einzelne Kolben herausgenommen und durch Erhitzen im 
Dampftopf sterilisiert. Der Inhalt der Kulturkolben wurde dann 
quantitativ in die Destillationskolben tbergespiilt und dann 
auf die weiter oben beschriebene Weise die Ameisensiiure 


bestimmt. 


Wenn man sich tiberlegt, von welchen Umstinden die 
Menge der Ameisenséure, welche durch ein bestimmtes Bak- 
terium vergoren wird, abhangig ist, so wird man folgendes finden: 
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Die Menge der in der Zeiteinheit vergorenen Ameisen- 
siure ist abhangig: 

1. von dem physiologischen Zustand des_ betreffenden 

Bakteriums, 

2. von der Menge des betreffenden Bakteriums, 

3. von der Temperatur, 

4. von der Konzentration der Ameisensiure, 

). von der Zusammensetzung der Niahrlésung, 

6. von dem Luftwechsel. 


Wenn alle diese Faktoren bei verschiedenen Ver- 
suchen gleich sind, so muf durch ein und dasselbe 
Bakterium jedesmal dieselbe Menge Ameisensiure 
vergoren werden. 

Sehen wir uns einmal an, ob und wie die verschiedenen 
Faktoren nach unserem bisherigen Wissen und den in dieser 
Arbeit gemachten Erfahrungen, vollig gleich gehalten werden 
konnen. 


1. Der physiologische Zustand des betreffenden Bakteriums. 


Im allgemeinen sollte man voraussetzen, dai ein und die- 
selbe Bakterienart sich auch bei verschiedener Herkunft in 
identischem physiologischen Zustande befindet. Nach dem, 
was wir bisher tiber die Variabilitét der Bakterien wissen 
(siehe auch weiter oben), kann bei ein und derselben bak- 
terienart verschiedener Herkunft ein identischer physiologischer 
Zustand herrschen, aber notwendig ist das nicht. Nehmen wir 
einmal an, wir hitten zwei Stéimme ein und derselben Bak- 
terienart, die urspriinglich identisch waren und aus zwei ver- 
schiedenen Laboratorien stammen; sind diese beiden Bakterien- 
stimme nun in diesen beiden Laboratorien durch lange Zeit 
fortgeztichtet worden, se werden die Ziichtigungsbedingungen 
in dem einen Laboratorium nicht vollstiéndig identisch sein 
mit denen des anderen Laboratoriums, wenn auch dieselbe 
Fortziichtigungsmethode angewendet wird. So wird z. B. die 
mittlere Temperatur in dem einen Laboratorium etwas anders 
sein als in dem andern und ebenso wird die Zusammensetzung 
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des Nahrbodens in den beiden Laboratorien etwas differieren. 
Durch diese verschiedenen Bedingungen wird bei fortgesetzter 
Weiterziichtung allmihlich eine Verschiedenheit der beiden 
Stimme herangebildet werden und diese Verschiedenheit wird 
sich in der Menge der vergorenen Ameisensiure, in der Re- 
aktionsgeschwindigkeit, Dab derartige Differenzen wirk- 
lich vorhanden sind, ergibt sich aus dem Vergleich der Zahlen, 
welche mit den3 von Kral bezogenen und welche mit den drei aus 
dem kaiserlichen Gesundheitsamt bezogenen erhalten wurden. 
Vergleichen wir einmal die mit Bac. prodigiosus verschiedener 
Herkunft erhaltenen Zahlen. Bei 17° wird durch Stamm Kral 
am ersten Tage Ameisensdure vergoren, wihrend durch Stamm 
K.G.A. Ameisensiiure gebildet wird. Nach 5 Tagen sind bei 
dieser Temperatur durch Stamm Kral 0,1691 g = 36,75 %/o 
Ameisensiiure vergoren, wahrend durch Stamm K.G.A. in der- 
selben Zeit nur 0,0322 g = 6,99°%/o vergoren sind. Bei 27° 
sind durch Stamm Kral nach 5 Tagen 0,1531 g = 33,26 /o, 
durch Stamm K.G.A. 0,0803 g = 17,46°/o Ameisensiiure ver- 
goren. Ahnliche Unterschiede sind, wie man bei Durchsicht 
der Tabellen finden wird, bei den anderen Bakterienarten vor- 
handen. Will man vergleichende Versuche tiber den Einfluf 
verschiedener Faktoren auf die Vergirung der Ameisenséure 
durch ein bestimmtes Bakterium machen, so mufi man ein 
und denselben Bakterienstamm verwenden. Daf ein und der- 
selbe Bakterienstamm nicht sehr rasch seinen physiologischen 
Zustand iindert, ist durch die vorliegenden Versuche wahr- 
scheinlich gemacht worden; daf die vorkommenden Differenzen 
nicht auf eine Anderung des physiologischen Zustandes zuriick- 
zufiihren sind, wird spiiter noch erOrtert werden. 


2. Die Menge des betreffenden Bakteriums. 


Es wird aller Voraussicht nach nicht gleichgiiltig sein, 
ob in die Versuchskolben einmal 10 und das andere Mal 1000 
Bakterien eingesiit werden. In dem Kolben, welcher mit 1000 
Bakterien geimpft worden ist, wird nach einer bestimmten Zeit 
mehr Ameisenséure vergoren sein, als in dem, welcher nur 
mit 10 Bakterien geimpft worden ist. Ftir Vergleichsversuche 
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ist es ziemlich gleichgiiltig, wieviel Bakterien eingesaét werden, 
wenn nur jedesmal dieselbe Menge verwendet wird. Dab jedes- 
mal dieselbe Menge Bakterien eingesiit wird, glaube ich durch 
die beiden zur Anwendung gekommenen Impfmethoden er- 
reicht zu haben. Die Methode 2 ist einfacher und bietet jeden- 
falls noch gréBere Gewiihr dafiir als die erste Methode, dag 
bei ein und derselben Versuchsreihe in jedem Kolben dieselbe 
Bakterienmenge zur Anwendung kommt. Aber beide Methoden 
bieten auch dafiir Gewihr, dab bei Versuchsreihen, welche zu 
verschiedenen Zeiten angesetzt werden, dieselbe Bakterienmenge 
zur Anwendung kommt, denn sonst wire die teilweise sehr gute 
Ubereinstimmung einzelner Versuchsreihen unverstiindlich. 
Wenn also nach einer der beiden Impfmethoden ver- 
fahren wird, so ist mit ziemlicher Sicherheit die Gleichheit der 
Menge der Bakterien gewahrleistet. Vorzuziehen ist Methode 2, 
da sie einfacher ist und weniger Material erfordert als Methode 1. 


3. Die Temperatur. 
Die Gleichheit der Temperatur ist durch die Anwendung 
der Ostwaldschen Thermostaten gewihrleistet. 


4. Die Konzentration der Ameisensaure 


lait sich natiirlich auberordentlich leicht durch Abwiigen einer 
bestimmten Menge Formiat und durch Auflésung in einer be- 
stimmten Menge Kulturfliissigkeit einhalten. 


5. Die Zusammensetzung der Nahrlésung. 


Je nachdem einem Bakterium eine Nihrlésung von optimaler 
oder nicht optimaler Zusammensetzung geboten wird, wird auch die 
Entwicklung des Bakteriums eine verschiedene sein, und je nach 
seiner Entwicklung wird es mehr oder weniger Ameisensaure 
vergiren. Voraussetzung fiir Vergleichsversuche ist also, wenn 
nicht gerade der Einfluf{ des Nihrmediums studiert werden soll, 
dah den Bakterien immer eine Niéhrlésung von gleicher Zu- 
sammensetzung geboten wird. Bei Beginn der Arbeit dachte 
ich, in einer gleichmiaBig nach Vorschrift hergestellten Nahr- 
bouillon ein Naihrboden von gleicher Zusammensetzung vorliige. 
Im Laufe der Versuche hat sich aber herausgestellt, dab ein 
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grofer Teil der Differenzen, welche die einzelnen Versuchs- 
reihen zeigen, auf eine Verschiedenheit der Nahrbouillon zuriick- 
zufiihren ist. Bei der Besprechung der Darstellungsweise der 
Nihrbouillon ist auch schon hervorgehoben worden, daf mit- 
unter Bouillonsorten von ganz verschiedener Zusammensetzung 
nach der gleichen Darstellungsweise erhalten werden k6nnen, 
moge in einem Zahlenbeispiel dargelegt werden. Bei 
der Vergiirung der Ameisenséure durch Bac. Plymouthensis bei 
27° wurden folgende zwei Zahlenreihen erhalten: 


3.94 4,56 
14,40 18,95 
26,39 
20),27 28,55 
23,92 31,57 


Hier sind jedenfalls ganz gewaltige Unterschiede vor- 
handen, die sich nur auf eine Verschiedenheit der Bouillon- 
sorten zuriickfiihren lassen: es k6nnten noch viele weitere Bei- 
spiele hierfiir herangezogen werden: niheres findet man bei 
den einzelnen Versuchsreihen besprochen. —- Dadurch, dab 
unter Umstiinden Bouillonsorten von verschiedener Zusammen- 
setzung erhalten werden, wird natiirlich nicht ausgeschlossen, 
vielfach Bouillonsorten von gleicher Zusammen- 
setzung, welche den Bakterien identische Ernahrungsbedingungen 
bieten, erhilt. Ware jede Bouillon von den anderen verschieden, 
dann wiire die teilweise sehr schéne Ubereinstimmung der Re- 
sultate unverstiindlich. Eine absolute Identitét des Nahrmediums 
wird nur durch eine Niéhrlésung gewihrleistet, welche aus 
reinen chemischen Individuen von bekannter Zusammensetzung 
aufgebaut wird. Dadurch, daf die Verschiedenheit der Bouillon- 
sorten verschiedener Darstellung erst im Laufe der Unter- 
suchung erkannt wurde, konnte der Faktor der gleichen Zu- 
sammensetzung der Néihrlésung nicht innegehalten werden. 


6. Der Luftwechsel. 


Je nachdem zu der Kultur einmal mehr oder einmal weniger 
Luft zutreten kann, werden die Lebensbedingungen der Bakterien 
wegen ihrer verschiedenen Anspriiche an die Sauerstoffspannung 
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geandert. Bei vergleichenden Versuchen ist es deshalb not- 
wendig, dafiir zu sorgen, dafi den Bakterien immer dieselbe 
Sauerstoffmenge zur Verfiigung steht, gleichgiiltig fiir ver- 
gleichende Versuche ist es dagegen, dai den Bakterien immer 
die optimale Sauerstoffspannung geboten wird. Bei den vor- 
liegenden Versuchen wurden die Kolben durch den iiblichen 
Wattepfropfen verschlossen. Wir kamen nun im Laufe der Unter- 
suchung zu der Uberzeugung, daB der Wattepfropfen durchaus 
nicht immer einen gleichméfbigen Luftwechsel gewiihrleistet. Ein 
Teil der Unstimmigkeiten der einzelnen Versuchsreihen liabt sich 
auf ungleichmifige Luftzufuhr zuriickfiihren. Néaheres dariiber 
findet sich bei den einzelnen Versuchsreihen. Der Wattepfropfen 
ist einmal etwas kiirzer, einmal etwas liinger, einmal ist er 
etwas fester gestopft, ein anderes Mal etwas lockerer, mitunter 
ist er durch die Wasserdimpfe durchfeuchtet, mitunter nicht. 
Alle diese Verschiedenheiten bedingen natiirlich eine ungleich- 
mifige Porositat und dadurch eine Ungleichmiabigkeit im Luft- 
wechsel. Natiirlich brauchen diese Verschiedenheiten in der 
Porositiit des Wattepfropfens nicht immer vorhanden zu sein, 
in den meisten Fiillen wird der Wattepfropfen wohl so_ be- 
schaffen sein, dali eine gleichmabige Luftzufuhr gewihrleistet 
wird. Im tibrigen ist es wahrscheinlich nicht notwendig, dab 
immer ein gleichmiéfiger Luftwechsel vorhanden ist; die Ver- 
hiltnisse werden wahrscheinlich folgendermafen liegen. Jedes 
Bakterium bedarf zum optimalen Gedeihen einer bestimmten 
Sauerstoffspannung; ist die Sauerstoffspannung nun gréBer als 
die optimale, so kann das Bakterium mit dem Uberschuf nichts 
anfangen und wird dadurch weiter nicht in seinem Gedeihen 
beeinflubt. Diese Verhiiltnisse werden wohl meistens bei einem 
normalen Wattepfropfen vorliegen, es kann mehr Luft durch- 
treten, als zum optimalen Gedeihen des betreffenden Bakteriums 
notwendig ist. Ist aber der Wattepfropfen einmal besonders 
fest, oder sehr stark durchfeuchtet, so ist die Luftzufuhr unter- 
bunden, das Bakterium hat nicht seine optimale Sauerstoff- 
spannung, seine Entwicklung bleibt zuriick und die Menge der 
vergorenen Ameisensdéure verschiebt sich. Umgekehrt liegen 
wahrscheinlich die Verhiltnisse bei den fakultativen Anaerobiern. 


f 
a 


194 Hartwig Franzen und G. Greve. 


Wird bei der Kultur dieser die Sauerstoffspannung gréfer als 
die optimale, so werden sie geschidigt. Nimmt man nun an, 
dafi die Sauerstoffspannung unter den gewahlten Bedingungen 
im allgemeinen grofer ist als die optimale, so wird, wenn 
irgendwie der Wattepfropfen weniger luftdurchlassig wird, die 
Sauerstoffspannung sinken und sich der optimalen niéhern; 
hierdurch wird die Entwicklung der Bakterien begiinstigt und 
wiederum die Menge der vergorenen Ameisensdéure verschoben. 

Dadurch, dah diese Verhiltnisse erst im Laufe der Unter- 
suchungen erkannt werden, konnte eine gleichmibige Luftzufuhr 
nicht inne gehalten werden. Um eine gleichmaéfige Luftzufuhr 
zu erreichen, miifte ein andersartiger keimdichter Verschlul 
ausfindig gemacht werden. 

Von den weiter oben aufgefiihrten sechs Faktoren, von 
denen die Reaktionsgeschwindigkeit der Vergirung der Ameisen- 
siure abhingig ist, konnten die ersten beiden mit ziemlicher 
Sicherheit, 3 und 4 mit absoluter Sicherheit und 5 und 6 nicht 
inne gehalten werden. Die Inkongruenzen der verschiedenen 
Versuchsreihen lassen sich mit ziemlicher Sicherheit auf die 
beiden letzten Punkte zuriickfiihren. 

Um zu sehen, ob die erhaltenen Zahlen richtig sind, das 
heift ob nicht irgendwelche Stérungen vorhanden waren, die 
die Menge der vergorenen Ameisensiiure in gréferem Mabe 
beeinflubten, kann man zwei selbstverstindliche Forderungen, 
denen die Zahlenreihen folgen miissen, aufstellen. 

So lange die Bakterien iiberhaupt imstande sind, 
Ameisensiure zu zerlegen, muf} nach langerer Zeit 
mehr Ameisensiiure vergoren sein als nach kirzerer, 
d. h. in 2 Tagen muf mehr Ameisenséure verschwunden sein 
als in 1 Tag, in 3 Tagen mehr als in 2 Tagen usw. Ist dieses 
nicht der Fall, ist z. B. in 2 Tagen mehr Ameisensiure ver- 
schwunden als in 3 Tagen, so muf irgend eine Storung vor- 
liegen, welche dieses Verhalten bedingt. 

Sehen wir uns die Versuchsreihen daraufhin an, ob Ab- 
weichungen von der oben aufgestellten Forderung vorkommen, 
so werden wir finden, daB dies tatsichlich der Fall ist. Ab- 
weichungen von den obigen Forderungen zeigen die Versuchs- 
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reihen 5, 6, 8, 15 und 70. Die Teile der Versuchsreihen, 
welche dies anormale Verhalten zeigen, sollen hier einmal 
zusammengestellt werden. 


| Tabelle Nr. 5 6 8 15 70 
32,07 35,28 7.78 15,90 33,92 
35,45 46,48 20,18 28,80 38,32 
34.78 D3 19,52 25,06 — 
34.80 29,97 31.30 70.68 


— — 24.83 65,49 

Wie lassen sich nun derartige anormale Verhiltnisse er- 
klaren? Ftir die Versuchsreihen 6, 8, 15 ist diese Erklirung 
mit Sicherheit zu erbringen. Bei diesen Versuchsreihen wurde 
nimlich keine gleichmabige Bouillon benutzt: zur Anwendung 
kamen zwei Bouillonsorten von verschiedener Darstellung, welche 
sich auch schon durch ihre Farbe von einander unterschieden : 
die eine Bouillonsorte war anormal hellgelb gefarbt. Da nun 
die beiden Bouillonsorten vor dem Einfiillen in die Kulturgefabe 
nicht gleichméBig gemischt wurden, so gelangte in den einen 
Kolben mehr von der einen, in den anderen Kolben mehr von 
der anderen Bouillonsorte; in den verschiedenen Bouillonsorten 
gediehen nun die Bakterien verschieden und so wurde die Un- 
regelméBigkeit in den 3 Versuchsreihen veranlaft. Bei den 
Versuchsreihen 5 und 70 laBt sich Anormalitaét der Resultate 
nicht in dieser Weise erkliren, da eine gleichmifige Bouillon 
benutzt wurde: mdglicherweise ist die Anormalitaét auf einen 
sehr ungleichmifigen Luftwechsel zuriickzufiihren. Abgesehen 
von den eben erwiihnten Ausnahmen entsprechen die anderen 
Versuchsreihen der weiter oben formulierten Forderung, daf 
nach lingerer Zeit mehr Ameisensaiure vergoren sein mub als 
nach ktirzerer. 

Die zweite Forderung, welcher die erhaltenen Zahlenreihen 
folgen miissen, lautet: 

Faft man die Menge der innerhalb der einzelnen 
Tage vergorenen Ameisensdéure ins Auge, so 
diese Menge nach einer bestimmten Reihe von Tagen 
zu einem Maximum ansteigen, um dann allmiahlich 


wieder abzufallen. 
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Um diese Forderung an einem Zahlenbeispiel klar zu 
machen, nehmen wir einmal die Menge der innerhalb der ein- 
zelnen Tage vergorenen Ameisensiure in beliebigen Zahlen an. 


Innerhalb des sind vergoren HCOOH 
1. Tages 3 
2. » 14 
3. > 8 
4,» 4 


> 3 

Diese Tabelle sagt also aus, daf innerhalb des ersten 
Tages weniger Ameisensiure vergoren ist, als innerhalb des 
zweiten Tages, innerhalb des dritten Tages weniger als inner- 
halb des zweiten, innerhalb des vierten weniger als innerhalb 
des dritten, und innerhalb des fiinften weniger als innerhalb 
des vierten Tages. Die Menge der innerhalb der einzelnen 
Tage vergorenen Ameisensdure strebt also einem Maximum 
zu, um nachher wieder abzufallen. Tragt man auf die eine 
Axe eines Koordinatensystems die Menge der innerhalb der 
einzelnen Tage vergorenen Ameisensiiure und auf die andere 
Axe die Zeit in Tagen auf, so erhalt man eine Kurve von 
folgendem Aussehen. 


Kurve lL. 

Kine derartige Kurve wiirde also einer normalen Zahlen- 
reihe entsprechen, d. bh. einer Zahlenreihe, wie sie erhalten 
wird, wenn die Giirung in den einzelnen Kolben ohne 
Storung verliuft. 
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Nicht zu erwarten ist, daB in einer Zahlenreihe 2 Maxima 
vorhanden sind. Einer solchen Zahlenreihe wiirde folgendes 
willkiirlich gewahltes Zahlenbeispiel entsprechen. 


Innerhalb des sind vergoren HCOOH 
1. Tages 8 
2. » 14 
3. 6 
4, > 9 


» 

Diese Tabelle sagt also aus, daf innerhalb des ersten 
Tages weniger Ameisenséiure vergoren ist als innerhalb des 
zweiten, innerhalb des zweiten mehr als innerhalb des dritten, 
innerhalb des vierten mehr als innerhalb des dritten, und 
innerhalb des fiinften weniger als innerhalb des vierten Tages. 
Es sind also in dieser Zahlenreihe 2 Maxima vorhanden. Fiir 
diese Zahlenreihe wiirde man eine Kurve von folgendem Aus- 
sehen erhalten. 


Kurve II. 


Eine derartige Kurve wiirde also einer anormalen Zahlen- 
reihe entsprechen, d. h. einer Zahlenreihe, wie sie erhalten 
wird, wenn die Gaérung in den einzelnen Kolben nicht ohne 
Storung verlauft. 

Sehen wir uns die einzelnen Tabellen einma! darauf hin 
an, welcher der beiden Kurven sie entsprechen. (Es ist hier 
nur auf die mit Natriumformiat erhaltenen Tabellen Riicksicht 


genommen. ) 


- 
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Kurve I. 

Prodigiosus: Tabelle 7, 9, 10, 11. 12, 13, 16. 

Plymouthensis: Tabelle 37, 38, 39, 42, 43, 44, 45, 
48, 5d, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64. 

Kiliense: Tabelle 69, 71, 72, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 
82, &3, 90, 91. 

Kurve Il. 

Prodigiosus: Tabelle 5, 6, 8, 14, 15, 21, 22, 23, 24, 
25, 26, 27, 38, 29, 30, 31, 32. 

Plymouthensis: Tabelle 40, 41, 46, 47, 53, 54. 

Kiliense: Tabelle 70, 80, 81, 88, 89, 92, 93. 

Auf den ersten Blick scheinen unter beide Kurven gleich- 
viel (unter Kurve I 38, unter Kurve If 30) der erhaltenen 
Zahlenreihen zu fallen: es miiften also in fast der Halfte der 
Fille Stérungen vorhanden sein. 

Nun sind aber vielfach die Mengen der innerhalb der 
einzelnen Tage vergorenen Ameisensdure aus den korrigierten 
mittleren Tabellen abgeleitet worden. Durch die angebrachten 
Korrekturen, wenn sie auch noch so klein sind, kénnen doch 
immerhin derartige Verschiebungen bewirkt werden, dab aus 
Kurve | Kurve Il wird. Leitet man die Menge der vergorenen 
Ameisensiiure nicht aus der mittleren Tabelle, sondern aus 
den einzelnen Tabellen ab, so fallen manche der Zahlenreihen, 
die unter Kurve II stehen, unter Kurve |, wie 21, 24, 25, 26, 
28, 29, 30, 31, sodafi die unter Kurve I fallenden Beispiele 
auf 46 steigen und die unter Kurve II fallenden auf 22 fallen. 
Das Verhiiltnis hat sich also schon bedeutend zugunsten von 
Kurve | verschoben. 

Es fallen nach diesen Feststellungen unter 


Kurve 


Prodigiosus: Tabeile 7, 9. 10, 11, 12, 13, 16, 21, 24, 
25, 26, 28. 29, 30, 31. 

Plymouthensis: Tabelle 37, 38, 39, 42, 43, 44, 45, 
48, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64. 

Kiliense: Tabelle 69, 71, 72, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 
82. 83. 90, 91. 
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Kurve Il. 

Prodigiosus: Tabelle 5, 6, 8, 14, 15, 22, 23, 27, 32. 

Plymouthensis: Tabelle 40, 41, 46, 47, 53, 54. 

Kiliense: Tabelle 70, 80 81, 88, 89, 92, 93. 

Durch welche Umstinde lift sich nun die Unregel- 
miabigkeit der unter Kurve II fallenden Zahlenreihen erkliren ? 
Es wurde weiter oben der Satz aufgestellt: .Solange die 
Bakterien tiberhaupt imstande sind, Ameisensiure zu vergiren, 
muf nach langerer Zeit mehr Ameisensiiure vergoren sein als 
nach kiirzerer.“« Es wurde nun gefunden, dali 5 Versuchs- 
reihen 5, 6, 8, 15, 70 dieser Forderung nicht entsprechen, 
und diese 5 Versuchsreihen fallen natiirlich unter Kurve II. 
Von dreien dieser Versuchsreihen konnte nachgewiesen werden, 
dafi die Unregelmibigkeit auf eine Anwendung von verschieden- 
artiger Bouillon beruhe, wiihrend fiir die Unregelmabigkeit der 
beiden anderen andere iiufere Umstinde verantwortlich 
gemacht werden muliten. Die Erklérung, weshalb diese 5 
Versuchsreihen unter Kurve II fallen, wire also gegeben; 
es bliebe nun noch iibrig, die Erklarung fiir die andern 17 
Versuchsreihen zu geben. Hierzu ist es notwendig, sich ein 
Bild tiber die Gréfe der Abweichung von der normalen Kurve I 
zu machen. 

Uber die Grife der Abweichung von der normalen 
Kurve | erhilt man ein ungefihres Bild, wenn man die 
Differenz zwischen dem abweichenden und dem vorhergehenden 
Wert bildet. Zum Vergleich sind hier aus den ganzen Reihen 
nur die Teile herausgenommen, welche die Abweichung zeigen 
und die vorhergehenden Werte. Es sind sowohl die relativen 
als auch die absoluten Werte angefiihrt worden, da man bei 
der Betrachtung der lJetzteren ein besseres Bild tiber die 
Grobe der Differenz erha!lt; der abweichende Wert ist 


immer umrahmt. 
jac. prodigiosus. 


Tab. 14 Tab. 22 
14,31 659 3,04 14 
5,12 235 0,60 27 


Diff.0,71°. 0,0033 ¢ Diff. 0,592. y 


| 
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Tab. 23 Tab. 27 Tab. 
1,66 76 3,00 135 7,86 361 
0.71 33 1,02 49 0,18 


Diff. 0,79%0 0,0036 Diff. 0.27%  0,0011 Diff. 2.02% 0.0092 


Bac. Plymouthensis. 


Tab. 40 Tab. 41 
10,17 468 10,17 468 
3,91 181 4,63 213 
Diff.2.15°/o 0,0097 Diff. 0,69°/o  0,0031 g 
Tab. 46 Tab. 47 
3,65 168 2.16 99 
(4,62: +212: 302: 139; 
Diff.0.97%0 0.00442 Diff.0,86%  0,0040¢ 
Tab. 53 Tab. 54 
349 161 439 202 
2.25 104 1,78 82 
4100 188 182 
(408 188) 
Diff. 1,85% 0,0084¢ Diff. 2,179 —0,0100 
» 0.22% 0.0011 » » 013% 0,006 » 
Bac. Kiliense. 
Tab. 80 Tab. 81 
1254 577. 312 
7,45 343 5,60 258 
(10,84 499 6,65 
Diff. 3.39%  0,0156¢ Diff. —0,0048 g 
88 89 
2.52. 4,19 193 
1,19 55 1,24 57 
4,10, 188 (41200 167. 
1,89 87 Diff. 2.88% 0,0110 2 


175 
Diff. 2,91%%  0,0133 g 
» 1.90% 0.0088 » 
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Tab. 92 Tab. 93 
6,98 21 6,48 298 
425 19% | 504 232 
5,07 “233 4,57 210 
492 253° 
338° 0.93% 0.0043 g 


> 0,41°o  0,0018 » 

Wenn man die Differenzen betrachtet, so wird man finden, 
da8 sie teilweise recht klein sind, d. h. unter einem Wert von 
0,0050 g bleiben. Unter diesem Wert bleiben die Differenzen 
bei den Tabellen 14, 22, 23, 27, 41, 46, 47, 92, 93, 81, die 
noch iibrigen 7 Tabellen zeigen Differenzen, die oberhalb dieses 
Wertes liegen. 

Diese kleinen eben erwahnten Differenzen sind so klein, 
daB sie gar nicht durch Unregelmafigkeiten in der Vergiirung 
veranlaft zu sein brauchen, sie kénnen auf Analysenfehler 
zuriickgefitihrt werden, wie aus folgender Betrachtung hervor- 
geht. Es ist nicht notwendig, dai ein einziger Wert der be- 
treffenden Tabelle die Unregelmafigkeit bedingt, es kénnen 
unter Umstanden 3 Werte hierfiir in Betracht kommen, von 
denen jeder einzelne allein die UnregelmaBigkeit bedingen kann, 
aber auch 2 oder 3 zusammen. Am besten wird dies an einem 
Zahlenbeispiel klar zu machen sein; als Zahlenbeispiel soll die 
Tabelle 22 gewihlt werden. Die linke Seite der Tabelle ist 
immer die iiberhaupt vergorene Menge Ameisensdaure, die rechte 
die wahrend der einzelnen Tage vergorene Menge Ameisensiure: 


1,86 
4,90 3,04 
5,50 0,60 
6,69 1,19 


Nehmen wir nun an, daf der Wert 5,50°/o der die Un- 
regelmaBigkeit veranlassende sei, und vergréfern wir diesen 
Wert um 0,30°/o, d. h. wir nehmen an, es sei ein Analysen- 
fehler von 0,30°/o gemacht worden (eine derartige Annahme 
ist zulissig, denn wie man bei der Durchsicht des Zahlen- 
materials finden wird, kommen auch in sonst gut iibereinstim- 
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Diff. 0,820  0,0037 g 
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menden Versuchsreihen derartige Abweichungen vor), so er- 
halten wir, wenn wir aus der neuen Tabelle auch die wahrend 
der einzelnen Tage vergorene Menge Ameisensdure berechnen, 


folgende Tabelle: 


1,86 
4,90 3,04 
5,80 0,90 
6,69 0,89 


Diese Tabelle zeigt nun, daB die Unregelmafigkeit durch 
die angebrachte Korrektur verschwunden ist. 

Nehmen wir an, da der Wert 4,90°/o der falsche sei, 
und verkleinern wir ihn um 0,50°/o, so erhalten wir folgende 


Tabelle: 


1,86 
4,40 2.54 
5,50 1,10 
6.69 1,09 


Auch hier ist die Unregelmébigkeit verschwunden. 
Auch der Wert 6,69°/o kann méglicherweise der falsche 
sein; verkleinern wir diesen Wert um 0,50°/o, so erhalten wir 


folgende Tabelle: 


1,86 
4.90 3,04 
5,50 0,60 
6,09 0,59 


Auch hier ist die Unregelmafigkeit verschwunden. 

Es braucht nun nicht, wie auch schon weiter oben be- 
merkt wurde, ein einziger Wert der falsche zu sein, sondern 
es kénnen auch zwei falsche sein. Verkleinern wir den Wert 
4,90°/o um 0,20°/o und vergré8ern wir den Wert 5,50°/o um 
0,20°/o, so erhalten wir folgende Tabelle, in welcher ebenfalls 
die Unregelmafigkeit verschwunden ist: 


1,86 
4,70 2.84 
5,70 1,00 


6,69 0,99 
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Man sieht also, dai die Verschiebung der gefundenen 
Werte um kleine Grodfen, die innerhalb der Versuchsfehler 
liegen, die Unregelmifigkeiten in den Tabellen zum Verschwinden 
bringen. Ahnliche Betrachtungen wie fiir Tabelle 22 lassen sich 
auch fir die anderen Tabellen, deren Abweichungen unterhalb 
0,0050 g bleiben, anstellen. 

Aus dieser Betrachtung geht wohl mit ziemlicher Sicher- 
heit hervor, dai die weiter oben aufgeziihlten Tabellen nicht 
unter Kurve II, sondern unter Kurve I fallen. 

Bei den anderen Tabellen, welche Abweichungen gr6Ber 
als 0,0050 g zeigen, kann die Unregelmafigkeit nicht mit Sicher- 
heit auf Analysenfehler zuriickgefiihrt werden, es miiBten dann 
schon so grobe Fehler, welche weit auferhalb der Versuchsfehler 
liegen, sein. Es ist auch nicht méglich, die Differenzen auf eine 
Verschiedenheit der Bouillon zuriickzuftthren, denn es wurde in 
den besprochenen Fiillen gleichmaBige Bouillon benutzt; es 
bleibt dann eigentlich nichts weiter tibrig, als die Unregelmabig- 
keiten auf einen ungleichmabigen Luftwechsel zuriickzufiihren. 

Die beiden weiter oben aufgestellten Siatze geben ein 
Mittel an die Hand, um eine Versuchsreihe darauf hin zu 
untersuchen, ob die Garung regelmibig verlaufen ist; kommen 
Abweichungen von diesen beiden Siéitzen vor, so liegen Un- 
stimmigkeiten in dem Verlaufe der Garung vor. 

Auf den Vergleich der einzelnen bei verschiedenen 
Temperaturen und mit den verschiedenen Bakterienarten 
erhaltenen Zahlen soll hier nicht naher eingegangen werden, 
da das, so weit es mdglich ist, besser hinter den einzelnen 
Abschnitten geschieht. Nur auf den Vergleich der Zahlen, 
wenn Natriumformiat und wenn Calciumformiat angewendet 
werden, mag etwas niaher eingegangen werden. A_ priori 
sollte man erwarten, dai bei Anwendung gleicher Mengen 
Ameisensiure, ob sie nun als Natrium- oder als Calciumsalz 
vorliegt, auch immer gleiche Mengen vergoren werden. Das 
ist aber nicht der Fall, wie man beim Vergleich der Tabellen 
sehen kann; wird die Ameisenséure in Form ihres Natrium- 
salzes angewendet, so wird bei gleicher Temperatur und 
gleicher Konzentration viel mehr Ameisensaéure vergoren, als 
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wenn das Calciumsalz angewendet wird. Dieses Verhalten 
beriihrt zunichst eigentiimlich, wird aber verstandlich, wenn 
man die makroskopischen Erscheinungen ins Auge fat. Wird 
die Ameisensaéure als Natriumsalz verwendet, so entsteht in 
den ersten Tagen meistens kein Bodensatz und auch spater 
ist der Bodensatz nicht sehr bedeutend; anders dagegen, 
wenn das Calciumsalz verwendet wird, dann ist meistens 
schon nach 1 Tag ein dicker weifber Niederschlag von 
Calciumearbonat entstanden, der sich an den folgenden Tagen 
noch vermehrt. Daraus kann man schlieBen, daB die verschiedene 
Garungsfahigkeit des Natrium- und des Calciumsalzes nicht auf 
einer chemischen, sondern auf einer mechanischen Ursache 
beruht. Wird die Ameisenséure in Form ihres Calciumsalzes 
angewendet, so umhiillt das ausgeschiedene Calciumcarbonat 
die Bakterien, reiBt sie mit zu Boden und verhindert so ihre 
weitere EKinwirkung auf das noch vorhandene Calciumformiat. 
Wird dagegen die Ameisensaéure in Form ihres Natriumsalzes 
verwendet, dann findet die Ausscheidung eines unléslichen 
Carbonats nicht statt, die Bakterien bleiben in der Nahrlésung 
frei schweben und vermégen weiter ihre Wirkung auf das 
Natriumformiat auszuiiben. Der Nachweis, daB Natriumformiat 
in viel weitgehenderem Mabe vergoren wird als Calciumformiat, 
diirfte, wenn dieser Befund auch auf die Salze anderer Saéuren 
ausgedehnt werden darf, fiir die Untersuchung anderer durch 
Bakterien hervorgerufener biochemischer Prozesse einige Be- 
deutung haben; viele der bis jetzt an Séuren untersuchten 
Garungsvorgiinge sind mit den Calciumsalzen der betreffenden 
Séuren durchgefiihrt worden und es diirfte wohl wahrschein- 
lich sein, daB mit Natriumsalzen oder Kaliumsalzen ganz andere 
Resultate erhalten werden. Jedenfalls ist es angebracht, die 
erhaltenen Resultate nicht auf die Saéure selbst, sondern auf 
das angewandte Salz zu beziehen. 

Aus den erhaltenen Resultaten lassen sich auch noch 
andere Lehren in bezug auf die Untersuchung durch Bakterien 
hervorgerufener biochemischer Prozesse ziehen. Wie gefunden 
wurde, ist Bouillon und Bouillon etwas ganz Verschiedenes, 
die Vergirung der Ameisensaéure geht unter Umstanden in der 
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einen Bouillonsorte viel weiter als in einer anderen. Es ist des- 
halb unzweckmibig, fiir biochemische Untersuchungen Bouillon 
als Nahrmedium zu verwenden. Bei der Vergirung der Ameisen- 
siure sind nur quantitative Unterschiede festgestellt worden, 
aber es ist sehr wohl mdglich, daB bei Anwendung verschie- 
dener Bouillonsorten auch qualitative Unterschiede vorkommen 
koénnen. Es ist deshalb geboten, bei biochemischen Unter- 
suchungen nur solche Néhrlésungen zu verwenden, welche aus 
chemischen Individuen von bekannter Zusammensetzung in 
bestimmter Konzentration bereitet worden sind. 

Weiter kann man noch die Lehre aus den in der vor- 
liegenden Arbeit gesammelten Erfahrungen ziehen, dal es nicht 
einerlei ist, was fiir ein Stamm der zu untersuchenden Bak- 
terienart gewiihlt wird; es ist nicht einerlei, ob ich einen Stamm 
aus diesem oder aus jenem Laboratorium wihle. Daraus, dab 
nicht identische Bakterienstimme benutzt wurden, erkliart sich 
auch die Verschiedenheit der Resultate, welche von verschie- 
denen Forschern bei der Untersuchung derselben biochemischen 
Prozesse erhalten wurden. Wenn also vergleichende Unter- 
suchungen angestellt werden sollen, miissen identische Stimme 
verwendet werden. Auch auf den Luftwechsel wiire bei der- 
artigen Untersuchungen grifere Riicksicht zu nehmen. 

Aus dem ganzen vorliegenden Zahlenmaterial geht mit 
voller Klarheit hervor, dafB es sehr wohl mdglich ist, unter 
Einhaltung bestimmter Bedingungen quantitative Untersuchungen 
biochemischer Prozesse anzustellen, welche zu verschiedenen 
Zeiten dieselben Resultate ergeben. Eingehende Vergleiche 
kénnen aber so lange noch nicht gezogen werden, bis es mdg- 
lich ist, die noch nicht zuverlassig eingehaltenen Faktoren, wie 
gleichmabige Nahrlésung und gleichmabiger Luftwechsel, ge- 
nauer zu priizisieren. Aber so viel ist auch jetzt schon sicher, 
daB nur die quantitative Analyse einen genaueren Einblick in 
die Garungsvorgiinge und damit in die Lebenserscheinungen der 
Bakterien geben wird. 

Zum Schlu8 seien noch einmal die in der vorliegenden 
Arbeit gesammelten Erfahrungen kurz zusammengestellt. 

1. Die vier untersuchten Bakterienarten vergaren in der 


a 
; 
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gleichen Zeit bei derselben Temperatur verschiedene Mengen 


Ameisensiiure. 
2. Jede einzelne der untersuchten Bakterienarten vergiart 


bei verschiedener Temperatur verschiedene Mengen Ameisensaure. 
3. Die Menge der vergorenen Ameisensiure ist abhangig 
a) von dem physiologischen Zustand des _ betreffenden 
Bakteriums, 
b) von der Menge des Bakteriums, 
c) von der Temperatur, 
d) von der Konzentration der Ameisensaure, 
e) von der Zusammensetzung der Nahrlésung, 
f) von dem Luftwechsel. 

4. Die in der Bakteriologie tibliche Nahrbouillon ist kein 
gleichmabig zusammengestellter Nahrboden. 

5. Verschiedene Stiimme ein und derselben Bakterienart 
kénnen sich in bezug auf ihr Vermégen, Ameisensaure zu ver- 
giéren, in verschiedenem physiologischen Zustand befinden. 

6. Der in der Bakteriologie iibliche Wattepfropfen gewahrt 
nicht immer einen gleichmafigen Luftwechsel. 


I. Bacillus prodigiosus. 
A. Stamm Kral. 


a) Calciumformiat. 
1, 27°, 
Tabelle Nr. 1. 


0,4602 g Ameisensdure als Calciumformiat bei 27°. 


Vergoren | Vergoren 


hand hand 
vorhandene | vorhandene HCOOH | HCOOH 


HCOOH HCOOH 
g 


97,64 0,0109 
96,64 0,0155 
96,37 0,0167 


96,03 0,0183 
96,16 0,0177 


q 

i Backterium: Bac. prodigiosus Kral. 

Zeit Noch | Noch | 

Kalomel 

in 

Tagen 

4 1 4,5980 0,4493 2,36 

es 2 4,5508 0,4447 3,36 

“a 3 4,5386 0,4435 3,63 

4 4,5220 0,419 3,97 

4,5282 04425 3,84 

34 
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0,4602 g Ameisensdure als Calciumformiat bei 27°. 


Tabelle Nr. 2. 


Bakterium: Bac. prodigiosus Kral. 
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Zeit Vergoren | Vergoren 
- Kalomel | vorhandene | vorhandene HCOOH HCOOH 
HCOOH HCOOH 
Tagen 
g g g °/o 

1 4,5938 0,4489 97,55 0,0113 2,45 

2 4,5449 04442 96,51 0,0160 3,49 

3 4.5418 0,4439 96,45 0,0163 3,55 

4 4,5195 0,4417 95,97 0,0185 4,03 


Die Neutralisation der Nahrbouillon wurde mit Hilfe von Lackmus- 
papier als Indikator durchgefiihrt; die Kolben wurden nach Methode 1 


geimpft. 


Was die makroskopischen Erscheinungen anbelangt, so war eine 
Farbstoffbildung nicht zu bemerken; schon nach 1 Tag war ein kraftiger, 
farbloser Niederschlag von Calciumcarbonat zu bemerken, der sich am 
folgenden Tage noch vermehrte. 


Vergleich der gefundenen relativen Werte. 


Tabelle Nr. 1 2 
1. Tag 2,36 2,45 
2. » 3,36 3,49 
3. > 3,63 3,55 
4, » 3,97 4,03 
5. > 3,84 

Mittlere Tabelle. 

1. Tag 2,41 

2. » 3,43 

3. 3,59 

4. 4,00 

5. » 3,84 


Abweichung der gefundenen von den mittleren Werten. 


Tabelle Nr. 1 2 
1. Tag — 0,05 + 0,04 
2. » —- 0,07 +- 0,06 
3. >» + 0,04 — 0,04 
4, » — 0,03 + 0,03 
5. » + 0,00 


4 
| 

4 

“ 
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Die Abweichungen der gefundenen von den mittleren Werten sind 
sehr klein, sie schwanken zwischen -+ 0,06°/o und — 0,07 °/o. 


Menge der wahrend der einzelnen Tage vergorenen 


Die Abweichungen der gefundenen von den mittleren Werten sind 
sehr klein, sie schwanken zwischen -++ 0,0002 und —- 0,0008 g. 


Menge der wihrend der einzelnen Tage vergorenen 


Ameisensdure. 
(Berechnet aus der mittleren Tabelle.) 
Innerhalb des sind vergoren HCOOH 
1. Tages 2,41 
2. > 1,02 
3.» 0,16 
4.» 0,41 
5.» + 0,16 
Vergleich der gefundenen absoluten Werte. 
_ Tabelle Nr. 1 2 
1. Tag 109 113 
2. » 155 160 
3. >» 167 163 
4,» 183 185 
5, » 177 
Mittlere Tabelle. 
1. Tag 111 
2. » 158 
3.» 165 
4,» 184 
7 Abweichung der gefundenen von den mittleren Werten. 
Tabelle Nr. 1 2 
ig 1. Tag — 2 + 2 
2. >» 2 
3. > +- 2 2 
4. » 1 1 
5. » + 0 


Ameisensdure. 
+ (Berechnet aus der mittleren Tabelle.) 
it Innerhalb des sind vergoren HCOOH 
1. Tages 111 
7 
4, 19 
47 
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Aus dem Zahlenmaterial geht folgendes hervor: Im Maxi- 
mum werden 0,0184 g = 4,00°/o der vorhandenen Ameisen- 
sdure vergoren. Die Gérung ist nach 4 Tagen beendet, am 
5. Tage wird kaum noch Ameisenséure vergoren. Das Maximum 
der Garung liegt zwischen dem 0. und 1. Tage, innerhalb des 
1. Tages werden 0,0111 g = 2,41°/o vergoren, innerhalb des 
2. Tages nur noch 0,0047 g = 1,02°/o, aus den folgenden 
Tagen ist die Vergirung nur noch auferordentlich gering. 


2. 37°. 
Tabelle Nr. 3. 


0,4602 g Ameisenséure als Calciumformiat bei 37”. 


Bakterium: Bac. prodigiosus Kral. 


| 
Zeit : Noch Noch Vergoren | Vergoren 
a Kalomel | vorhandene | vorhandene HCOOH HCOOH 
HCOOH HCOOH 
Tagen 
°/o °/o 
| 

1 4,5646 0,4461 96,93 0,0141 3,07 

2 4,5158 0,4413 95,89 0,0189 4,11 

3 4,5204 0,4418 95,99 0.0184 4,01 

4 4.5196 0,4417 95,98 0,0185 4,02 

5 45242 | 0,4421 | 96,07 0,0181 3,93 


Tabelle Nr. 4. 


0,4602 g Ameisensaure als Calciumformiat bei 37”. 
Bakterium: Bac. prodigiosus Kral. 


i 
Zeit | Vergoren | Vergoren 
aiome vorhnandene | vornandene 
n 
i HCOOH HCOOH HCOOH | HCOOH 
Tagen 
| g °/o g 
| 
1 4,5686 04464 97,01 0,0138 2,99 
2 4,5236  —0,4421 96,06 0,0181 3,94 
3 45179 | 0,415 95,94 0,0187 4,06 
4 4,5228 00,4420 96,04 0,0182 3,96 
5 45210 | 0,4418 96,00 0,0184 4,00 
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Die Neutralisation der Nahrbouillon wurde mit Hilfe von Lackmus- 
papier als Indikator durchgefithrt; die Kolben wurden nach Methode 1 


geimpft. 
Vergleich der gefundenen relativen Werte. 
es Tabelle Nr. 3 4 
< 1. Tag 3,07 2,99 
2. » 4,11 3,94 
3. » 4,01 4,06 
is 4, » 4,02 3,96 
5. > 3,93 4,00 
Mittlere Tabelle. 
1. Tag 3,03 
2. 4,03 
3. 4,04 
4, » 3,99 
5. » 3,97 
Abweichung der gefundenen von den mittleren Werten. 
Tabelle Nr. 3 4 
1. Tag -+- 0,04 — 0,04 
2. >» + 0,08 — 0,09 
3. >» — 0,03 +- 0,02 
4, » + 0,03. — 0,03 
5. » — 0,04 +- 0,03 


Die Abweichungen der gefundenen von den mittleren Werten sind 
sehr klein, sie schwanken zwischen -++ 0,08°/o und — 0,09 %o. 


Menge der wahrend der einzelnen Tage vergorenen 


Ameisensdure. 
(Berechnet aus der mittleren Tabelle.) 
Innerhalb des sind vergoren HCOOH 
1. Tages 3,03 
2. » 1,00 
3. 0,01 
4, > + 0,05 
5. > + 0,02 
Vergleich der gefundenen absoluten Werte. 
Tabelle Nr. 3 4° 


. Tag 144 138 
> 189 181 


> 185 182 
> 181 184 


1 

2. 

3. > 184 187 
4 

5 


“ia 
= 
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Mittlere Tabelle. 


1. Tag 140 

2. » 185 

3,» 186 

4. > 184 

5. >» 183 

Abweichung der gefundenen von den mittleren Werten. 

Tabelle Nr. 3 4 
1. Tag +1 — 2 
2. » + 4 — 4 
3. > — 2 + 1 
4, > +1 —2 
5. > —2 + 1 


Die Abweichungen der gefundenen von den mittleren Werten sind 
auferordentlich klein; sie schwanken zwischen + 0,0004 und — 0,0004 g. 


Menge der wahrend der einzelnen Tage vergorenen 


Ameisensidure. 
(Berechnet aus der mittleren Tabelle.) 
Innerhalb des sind vergoren HCOOH 
1. Tages 140 
45 
3. > 1 
4,» + 2 
5.» 1 


Aus dem Zahlenmaterial geht folgendes hervor: Es werden 
im Maximum 4,11°/o der vorhandenen Ameisensiiure vergoren. 
Die Garung ist schon nach 2 Tagen beendet, an den folgenden 
Tagen bleibt die Menge der noch vorhandenen Ameisenséure 
unverindert. Das Maximum der Garung liegt zwischen dem 
0. und 1. Tage, innerhalb des 1. Tages werden 0,0140 g = 3,03 °/o 
der vorhandenen Ameisensdure vergoren, innerhalb des 2. Tages 
nur noch 0,0045 g = 1,00°/o, dann hért die Gérung auf. Was 
die makroskopischen Erscheinungen anbelangt, so war keine 
Farbstoffbildung zu bemerken; schon nach dem ersten Tage 
war ziemlich viel farbloser Bodensatz von Calciumcarbonat 
zu bemerken, der sich am folgenden Tage noch vermehrte. 


Vergleich der bei den verschiedenen Temperaturen 
erhaltenen Zahlen. | 


Bei beiden Temperaturen liegt die gré{te Garungsintensitat 
innerhalb des 1. Tages; bei 27° wird innerhalb dieses Tages 


yo. 
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0,0111 g = 2,41°/o vergoren, bei 37° 0,0140 = 3,03°/o. Bei 37° 
ist die Girung in 2 Tagen beendet, bei 27° erst nach 4 Tagen. 
Im Maximum werden vergoren bei 27° 0,0184 g = 4,00°/o 
Ameisensiure, bei 37° 0,0185 g = 4,03°/o. Die Garung setzt 
bei 37° rascher ein, ist aber auch schneller beendet. Bei 37° 
wird nach 5 Tagen etwas mehr Ameisenséure vergoren als 
bei 27°; die Unterschiede sind aber so geringfiigig, da man 
wohl sagen kann, daf nach dieser Zeit gleichviel Ameisensaure 
vergoren wird. 


8) Natriumformiat. 
1. 17°. 
Tabelle Nr. 5. 


0,4602 g Ameisensiure als Natriumformiat bei 17°. 


Bakterium: Bac. Prodigiosus Kral. 


| 
in | Ralomet | HcooH | HCOOH | HCOOH 
Tagen 
g g g /o 
| 
1 | 4.5704 04467 97,06 0,0135 2.94 
2 4.1252 0,4031 | 87,60 0,0571 12,40 
3 3,5854 0,3504 76,14 0,1098 23,86 
4 3.3854 0,3308 71,92 0,1294 28,08 
5 32192 | 0.3146 68,36 0,1456 31,64 
é 6 3,1988 0,3126 67,93 0,1476 32,07 
“ 7 3,0396 0,2970 64,55 0,1632 35,45 
8 3,0714 0,3003 65,22 0,1599 | 34,78 
4 9 3,0702 0,3000 65,20 0,1602 34,80 


Die Neutralisation der Bouillon erfolgte bei dieser Ver- 
suchsreihe mit Lackmuspapier als Indikator. Die Kolben wurden 
nach Methode 1 geimpft. 


Makroskopische Erscheinungen. 


Nach 1 Tag: Sehr schwache Tritbung, keine Haut, kein Boden- 
satz, kein Farbstoff, Kolben sehen gleichmiafig aus. 

Nach 2 Tagen: Tribung etwas starker als am Tage vorher, sonst 
keine Verdnderung. 
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Nach 38 Tagen: Starke Triibung, keine Haut, kein Farbstoff, kein 


Bodensatz, Kolben sehen gleichmafig aus. 
Nach 4 Tagen: Starke Triibung, keine Haut, am Rande des 


Glases, dort, wo die Fliissigkeit aufhért, schwach rosenroter Ring, kein 
Bodensatz, Kolben sehen gleichmafig aus. 

Nach 5 Tagen: Sehr starke Triibung, keine Haut, der schwach 
rosenrote Ring hat sich nicht vergréfert, kein Bodensatz, Kolben sehen 
gleichmafig aus. 

Nach 6 Tagen: Sehr starke Triibung, diinnes farbloses Haiutchen, 
rosenroter Ring verschwunden, kein Farbstoff, kein Bodensatz, Kolben 
sehen gleichmafig aus. 

Nach 7 Tagen: Sehr starke Triibung, diinnes farbloses Hautchen, 
kein Farbstoff, etwas Bodensatz, Kolben sehen gleichmabig aus. 

Nach 8 Tagen: Gegen den vorhergehenden Tag kaum Ver- 
anderung, nur daf vielleicht etwas mehr Bodensatz vorhanden war, 


Kolben sehen gleichmiafig aus. 
Eine Bildung von Gasblischen war niemals zu beobachten. 


Tabelle Nr. 6. 


0,4602 g Ameisensdure als Natriumformiat bei 17°. 
Bakterium: Bac. prodigiosus Kral. 


= — 
Zeit Vergoren | Vergoren 

Kalome] | Vorhandene | vor 

aceon | Heoom | | 

Tagen 

1 4,4918 0,4390 95,39 0,0212 4,61 
2 4.2056 0,4110 89,31 0,0492 10,69 
3 83,3578 0,3281 71,30 0,1321 28,70 
4 3,0478 0,2978 64,72 0,1624 35,28 

5 2,5202 0,2463 53,52 0),2139 46,48 

6 2.6590 0,2599 56,47 0,2003 43,53 


Die Neutralisation der Bouillon erfolgte bei dieser Ver- 
suchsreihe mit Hilfe von Phenolphthalein als Indikator. Die 
Kolben wurden nach Methode 1 geimpft. 

Makroskopische Erscheinungen. 
Nach 1 Tag: Schwache Triibung, keine Haut, kein Farbstoff, kein 


Bodensatz, Kolben sehen gleichmiéfig aus. 
Nach 2 Tagen: Triibung etwas stirker als am Tage vorher, keine 


Haut, am Rande des Glases, dort, wo die Flissigkeit aufhért, ganz 
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schmaler, schwach rosenroter Ring, sonst kein Farbstoff, kein Boden- 
satz, Kolben sehen gleichmafhig aus. 

Nach 3 Tagen: Starke Triibung, schwache Haut, der schmale 
rosenrote Ring hat sich nicht verbreitert, sonst kein Farbstoff, etwas 
Bodensatz, Kolben sehen gleichmafig aus. 

Nach 4 Tagen: Sehr starke Triibung, farblose nicht zusammen- 
hingende Haut, die in einzelnen Schollen umherschwimmen, kein Farb- 
stoff, kein Bodensatz, Kolben sehen ungleichmafig aus. 

Nach 5 Tagen: Sehr starke Triibung, gelbliche nicht zusammen- 
haingende Haut, kein Farbstoff, der rosenrote Streifen ist schmiler ge- 
worden, kein Bodensatz, Kolben sehen ungleichmafig aus. 

Nach 6 Tagen: Gegen den vorhergehenden Tag kaum verandert, 
etwas Bodensatz, Kolben sehen ungleichméafig aus. 

Die fiir diese Versuchsreihe verwendete Bouillon war nicht gleich- 
mifig in den einzelnen Kolben; sie stammte von zwei verschiedenen 
Darstellungen her; die eine Sorte war anormal hell gefarbt. — Eine 
Bildung von Gasblaischen war nicht zu beobachten. 


Tabelle Nr. 7. 


0,4602 g Ameisensiure als Natriumformiat bei 17°. 
Bakterium: Bac. prodigiosus Kral. 


lines Zeit | Noch vor-|Noch vor- Vergoren | Vergoren 
i _ Kalomel handene | handene HCOOH | HCOOH 
Nr. thiaiiis | HCOOH | HCOOH 
g °/o g 

. 4 1 4,5100 | 0,4408 95,77 0,0194 4,23 

2 2 4,0692 | 0,3977 86,41 0,0625 13,59 

3 3 3,3872 | 0,3310 71,93 0,1292 | 28,07 

4 + 2,9612 (0),2894 62,88 0,1708 | 37,12 

d 5 2,7378 | 0,2676 58,14 0,1926 | 41,86 

6 6 2.5124 | 0,2455 53,35 0,2147 | 46,65 

7 7 2,3824 | 0,2328 50,59 0,2274 | 49,41 

8 8 2,2832 0,2231 48,49 0,2371 51,51 

9 9 2,1882 0,2138 46,47 0,2464 | 53,53 

10 11 2,1003 0,2053 44.60 0,2549 | 55,40 

11 12 2,0624 | 0,2016 43,80 0,2586 | 56,20 


Die Neutralisation der Nihrbouillon erfolgte mit Phenol- 
phthalein als Indikator; die Kolben wurden nach Methode 1 
geimpft. 
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Makroskopische Erscheinungen. 

Nach 1 Tag: Ziemlich starke Triibung, keine Haut, kein Farb- 
stoff, kein Bodensatz; Kolben sehen gleichmiéfig aus. 

Nach 2 Tagen: Starke Triibung, keine Haut, am Rande des 
- Glases, dort, wo die Fliissigkeit aufhért, schwach rosenroter Ring, sonst 
kein Farbstoff, kein Bodensatz; Kolben sehen gleichmafig aus. 

Nach 3 Tagen: Sehr starke Triibung, nur auf Kolben 9 und 10 
schwache nicht zusammenhangende Haut, der rosenrote Ring hat sich 
nicht verbreitert, kein Farbstoff, sehr wenig Bodensatz; Kolben sehen 
gleichmafig aus. 

Nach 4 Tagen: Sehr starke Triibung, auf allen Kolben mit Aus- 
nahme von Nr. 10 gelbliche nicht zusammenhingende Haut, der rosen- 
rote Streifen ist fast vollstandig verschwunden, kein Farbstoff, etwas 
mehr Bodensatz als am Tage vorher; Kolben sehen gleichmiifig aus. 

Nach 5 Tagen: Sehr starke Triibung, auf Kolben 9 ziemlich 
viel gelbliche nicht zusammenhiingende Haut, auf den anderen Kolben 
keine Haut, der am Anfang vorhandene rosenrote Streifen ist vollstindig 
verschwunden, kein Farbstoff. ziemlich viel Bodensatz; Kolben sehen 
gleichmafig aus. 

Nach 6 Tagen: Sehr starke Triibung, auf einigen Kolben wenig farb- 
lose Haut, kein Farbstoff, viel Bodensatz; Kolben sehen gleichmafig aus. 

Nach 7 Tagen: Wie am Tage vorher, auf keinem Kolben Haut, 
Kolben sehen gleichmafig aus. 

Nach 8 Tagen: Wie am Tage vorher, Kolben sehen gleich- 
mafig aus. 

Nach 9 Tagen: Sehr starke Triibung, keine Haut, kein Farb- 
stoff, viel Bodensatz; Kolben sehen gleichmafig aus. 

Nach 10 Tagen: Wie am Tage vorher; Kolben sehen gleich- 
miafig aus. 

Versuchsreihe 6 wurde 8 Tage spater angesetzt als Versuchs- 
reihe 5, und Versuchsreihe 7 14 Tage sp&ter als Versuchsreihe 6. 


Vergleich der gefundenen relativen Werte. 


Tabelle Nr. 5 6 7 
1. Tag 2,94 4,61 4,23 
2. » 12,40 10,69 13,59 
a » 23,86 28,70 28,07 
4, 28,08 35,28 37,12 
5. > 31,64 46,48 41,86 
6. » 32,07 43,53 46,65 
7. 35,45 49,41 
8. » 34,78 — 51,51 
9, » 34.80 — 53,53 
10. » 55,40 
11. >» 56,20 


q 
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Mittlere Tabelle. 

1. Tag 3,93 

2. » 12,23 

3. >» 26,88 

33,49 

5. 39,99 

6. » 40,75 

7.» 42,43 

8. » 43,15 

9. » 44.17 

10. » 55,40 

11. » 56,20 

Abweichung der gefundenen von den mittleren Werten. 
Tabelle Nr. 5 6 7 

1. — 0,99 +- 0,68 + 0,30 
2. -+- 0,17 — 1,54 + 1,36 
3. — 3,02 + 1,82 + 1,19 
4. — 5,41 + 1,79 + 3,63 

— 8,35 + 6,48 + 1,87 

— 8,68 + 2,78 + 5,90 

— 6,98 _ + 6,98 

— 8,37 + 8,36 
9. — 9,37 - + 9,36 
10. + 0,00 


Die Abweichungen der gefundenen von den mittleren Werten 
sind so groB, daf es nicht angangig ist, irgend welche Korrekturen 
anzubringen und eine korrigierte mittlere Tabelle aufzustellen. 


Menge der wahrend der einzelnen Tage vergorenen 


Ameisensdure. 
Innerhalb Sind vergoren HCOOH 
des Tabelle Nr. 5 6 7 

1. Tages 2,94 4,61 4,23 

2. » 9,46 6,08 9,36 

3.» 11,46 8,01 14,48 
3 4, » 4,22 6,58 9,05 
5. 3,56 11,20 4,74 
5 6. > 0,43 + 2,95 4,79 
7.» 3,38 — 2,76 
8.» + 0,67 2,10 
9. >» 0,02 — 2,02 
10. >» — 1,87 
11. > 0,80 
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Vergleich der gefundenen absoluten Werte. 


Tabelle Nr. 5 6 7 
1. Tag 135 212 194 
9. >» 571 492 625 
1098 1321 1292 
4, > 1294 1624 1708 
5. > 1456 2139 1926 
6. 1476 2003 2147 
1599 2371 
» 1602 2464 
10. > 2549 
11, » 2586 


Mittlere Tabelle. 


¥ 


180 

563 
1237 
1542 
1840 
1875 
1953 
1985 
2033 
2549 
2586 
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Abweichung der gefundenen von den mittleren Werten. 


Tabelle Nr. 5 6 7 
1. Tag — 45 + 32 + 14 
2. » + 8 — 71 +- 62 
3. > — 139 +. 84 + 55 
4, » -— 248 + 82 +- 166 
5. » — 384 + 299 -+- 86 
6. >» — 399 -+- 128 + 272 
— 321 -++- 321 
8.» — 386 — -+- 386 
9. » — 431 — + 431 
10. » — — + @ 
11. » — — + 
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Menge der wahrend der einzelnen Tage vergorenen 


Ameisensdure. 
Innerhalb Sind vergoren HCOOH 
des Tabelle Nr. 5 6 7 

1. Tages 135 212 194 
2.» 436 280 431 
527 829 667 
4,» 196 303 416 
5. 162 515 218 
6. >» 20 +- 136 221 
7.» 156 127 
8. >» + 33 97 
9,» 3 93 
10.» _ — 85 
11. » — 37 


Die bei 17° erhaltenen Resultate sind sehr ungleich- 
ausgefallen. Ein Unterschied in dem physiologischen 
Zustand der Bakterien kann die Ursache der Nichtiiberein- 
stimmung nicht sein, denn die 3 Versuchsreihen wurden inner- 
halb 4 Wochen ausgefiihrt, mit Bakterien aus derselben Kultur, 
und eine derartig schnelle Verinderung des physiologischen 
Zustandes innerhalb so kurzer Zeit diirfte wohl unméglich 
sein. Fiir Versuchsreihe 6 ist die Ursache der Abweichung 
von den anderen beiden Versuchsreihen damit sicher nach- 
gewiesen, daf fiir diese eine verschiedenartige Bouillon zur 
Anwendung kam. Die Verschiedenheit der bei dieser Versuchs- 
reihe zur Anwendung gekommenen Bouillon macht sich auch 
in den makroskopischen Erscheinungen geltend; an den letzten 
drei Tagen findet sich immer die Bemerkung: «die Kolben 
sehen ungleichmabig aus». Die Nichtiibereinstimmung der beiden 
anderen Versuchsreihen 1a8t sich auch auf eine Verschiedenheit 
der zur Anwendung gekommenen Bouillonsorten oder auf eine 
Ungleichartigkeit der Luftzufuhr zuriickfiihren, oder auf eine 
Kombination dieser beiden Ursachen. Innerhalb der beiden 
Versuchsreihen selbst kam eine gleichmaBige Bouillon zur An- 
wendung. Wenn bei beiden Versuchsreihen eine verschieden 
zusammengesetzte Bouillon zur Anwendung kam, so muB sich 
dies auch in einer Verschiedenheit der makroskopischen Er- 
scheinungen bemerkbar machen und das ist in der Tat der 
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Fall. Vergleicht man die bei diesen beiden Versuchsreihen 
beobachteten makroskopischen Erscheinungen von Tag zu Tag 
miteinander, so wird man finden, daf die korrespondierenden 
Tage keine Ubereinstimmung zeigen; auf Einzelheiten will ich 
mich hier nicht einlassen, nur soviel sei bemerkt, daf die 
makroskopischen Erscheinungen bei Versuchsreihe 7 auf eine 
viel tippigere Entwicklung schlieBen lassen als bei Versuchs- 
reihe 5, und das macht sich, wie spater gezeigt wird, auch 
in den erhaltenen Zahlen bemerkbar. Daf die Gérung inner- 
halb der beiden Versuchsreihen regelmaBig verlaufen ist, geht 
aus der bei den makroskopischen Erscheinungen an jedem 
Tage auftretenden Bemerkung hervor «Kolben sehen gleich- 
miafig aus» und wird auch durch die erhaltenen Zahlen betiitigt. 

In Versuchsreihe 5 werden im Maximum 0,1632 g = 
35,45 °/o Ameisensiure vergoren; die Vergirung ist nach 7 Tagen 
beendet, am 8. und 9. Tage ist die Menge der noch vorhandenen 
Ameisensaure anniihernd dieselbe, wie am 7. Tage. Bei Versuchs- 
reihe 7 sind im Maximum 0,2586 g = 56,20°/o Ameisensiure 
als vergoren gefunden worden, aber die Garung war dann 
sicher noch nicht beendet. Die gr6éBte Intensitét der Girung 
liegt in beiden Versuchsreihen innerhalb des 3. Tages. Bei 
Versuchsreihe 5 werden innerhalb dieses Tages 0,0527 g = 
11,46°/o0, bei Versuchsreihe 7 0,0667 g = 14,48°/o Ameisen- 


saure vergoren. 
2. 21°. 
Tabelle Nr. 8. 
0,4602 g Ameisensdure als Natriumformiat bei 21 °. 


Bakterium: Bac. prodigiosus Kral. 


Zeit | Noch Noch Vergoren | Vergoren 
7 Kalomel | vorhandene | vorhandene HCOOH | HCOOH 
HCOOH HCOOH 
Tagen 
g °/o g °/o 
1 4,3906 0,4291 93,24 0,0311 6,76 
2 4,3426 0,4244 92,22 0,0358 7,78 
3 3,7618 0,3676 79,88 0,0926 20,12 
4 3,7898 0,3704 80,84 0,0898 19,52 
5 3,2980 0,3223 70,03 0,1379 29,97 
6 3,5400 0,3460 75,17 0,1142 24,83 
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Die Neutralisation der Bouillon erfolgte bei dieser Versuchsreihe 
mit Phenolphthalein als Indikator. Die Kolben wurden nach Methode 1 
geimpft. 
Makroskopische Erscheinungen. | 

Nach 1 Tag: Schwache Triibung, keine Haut, kein Farbstoff, kein 
Bodensatz; Kolben sehen gleichméafig aus, 

Nach 2 Tagen: Ziemlich starke Triibung, auf einem Kolben ziem- 
lich starke Haut, auf den 3 anderen nicht, am Rand des Glases, dort wo 
die Fliissigkeit aufhért, roter Ring; Kolben sehen sehr ungleichmahig aus. 

Nach 3 Tagen: Starke Triibung, auf allen Kolben Haut, ziemlich 
viel Bodensatz; Kolben sehen ungleichmafhig aus. 

Nach 4 Tagen: Starke Triibung, schwache, zusammenhangende 
rosafarbene Haut, die ganze Fliissigkeit schwach rot gefarbt, ziemlich 
viel Bodensatz; Kolben sehen ungleichmafig aus. : 

Nach 5 Tagen: Sehr starke Triibung, zusammenhingende rosen- : 
rote Haut, die Haut ist intensiver gefirbt als bei der zur gleichen Zeit f: 
angesetzten Versuchsreihe bei 27°, die ganze Fliissigkeit ist rot gefarbt, 
ziemlich viel Bodensatz; Kolben sehen ungleichmafig aus. 

Die fiir diese Versuchsreihe verwendete Bouillon war ebenso wie 
bei Tabelle 6 nicht gleichmifig in den einzelnen Kolben; die eine Partie 
war anormal hell gefarbt. Eine Bildung von Gasblaschen konnte nicht 


beobachtet werden. 


Tabelle Nr. 9. 


(0.4602 g Ameisensiure als Natriumformiat bei 21 °. 
Bakterium: Bac. prodigiosus Kral. 


| | | 
Zeit | Noch vor- Noch vor-| goren | V 
Kolben | | Kalomel | handene | handene 
Nr. | | HCOOH | 
| z=. g Jo g 
| | 
1 |; 1 | 4.4158 | 0,4315 | 93,77 | 0,0287 6,23 
2 | 2 | 3,7984 | 0,3712 80,66 | 0,0890 | 19,34 
38 | 2.8538 | 0.2789 60,60 | 0,1813 | 39,40 
4 | 4 | 2.4389 | 02384 51,81 | 0,2218 | 48,19 } 
5 | 6 | 22034 | 0.2153 | 46,79 | 0,2449 | 53,21 
| | | 
6 | 6 19962  0,1954 | 4239  0,2651 57,61 
7 | | 41,8196 0,178 | 38,64 0,2824 | 61,36 


/ Die Neutralisation der Bouillon erfolgte bei dieser Versuchsreihe 
mit Phenolphthalein als Indikator; die Kolben wurden nach Methode 1 


geimpft. 
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Makroskopische Erscheinungen. 

Nach 1 Tag: Ziemlich starke Triibung, keine Haut, auf der Ober- 
flache der Fliissigkeil hat schon eine ziemlich intensive Farbstoffbildung 
eingesetzt, kein Bodensatz; Kolben sehen gleichmafig aus. 

Nach 2 Tagen: Starke Triibung, schwache rosenrote Haut, die 
ganze Fliissigkeit ist schwach rosa gefarbt, die Farbstoffbildung ist an- 
scheinend nicht so intensiv wie am Tage vorher; wahrend die Fliissig- 
keit am vorhergehenden Tage nur in den oberen Partien rot gefarbt war, 
war die Farbung an diesem Tage gleichmafig durch die ganze Fliissig- 
keit verteilt; kein Bodensatz; Kolben sehen gleichmafig aus. 

Nach 3 Tagen: Starke Triibung, schwache rosenrote Haut, die 
ganze Fliissigkeit ist rot gefarbt, aber nicht so intensiv wie in den zu 
gleicher Zeit angesetzten Kulturen von 27° (Tabelle 16). In der Intensitat 
der Farbung sind geringe Unterschiede vorhanden; kein Bodensatz; Kolben 
sehen im allgemeinen gleichmafig aus. 

Nach 4 Tagen: Starke Triitbung, Haut nicht mehr vorhanden, 
die Fliissigkeit ist gleichmafig rot gefirbt, ungefaéhr ebenso intensiv wie 
in den zu gleicher Zeit angesetzten Kulturen von 27° (Tabelle 16); ziem- 
lich viel Bodensatz; Kolben sehen gleichmafig aus. 

Nach 5 Tagen: Starke Tritbung, keine Haut, die ganze Fliissig- 
keit ist intensiv rot gefarbt, viel Bodensatz; Kolben sehen gleichmabig aus. 

Nach 6 Tagen: Wie am Tage vorher, nur die Fliissigkeit ist wieder 
etwas intensiver gefarbt; Kolben sehen gleichmafig aus. 

Nach7 Tagen: Wie am Tage vorher; Kolben sehen gleichmabig aus. 

Vergleich der gefundenen relativen Werte. 


Tabelle Nr. 8 
1. Tag 6,76 6,23 
>» 7,78 19,34 
3. >» 20,12 39,40 
4, 19,52 48,19 
5. >» 29,97 53,21 
6. >» 24,83 57,61 
61,36 


Wegen der ganz enormen Unterschiede ist es zwecklos, eine mittlere 


Tabelle aufzustellen. 
Menge der wahrend der einzelnen Tage vergorenen 


Ameisensdure. 
Innerhalb des sind vergoren HCOOH 
Tabelle 8 


6,76 
> 1,02 13,1 1 
12,34 20,06 
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Vergleich der gefundenen absoluten Werte. 


Tabelle Nr. 8 9 
1. Tag 311 287 
2, » 358 890 
3.» 926 1813 
4, » 898 2218 
5.» 1379 2449 
6. >» 1142 2651 
7.» 2824 
Menge der wahrend der einzelnen Tage vergorenen 
Ameisensaure. 
Innerhalb des sind vergoren HCOOH 
Tabelle Nr. 8 9 
1. Tages 311 287 
2. » 47 603 
3.» 568 923 
4,» + 28 405 
5. > 481 231 
6.» + 237 202 
173 


Die bei 21° erhaltenen Resultate sind ebenso wie die 
bei 17° recht ungleichméfig. Versuchsreihe 8 kommt nun 
aber fiir Vergleichszwecke nicht in Betracht, da nachgewiesener- 
mafen in den einzelnen Kolben eine ungleichmiéfSige Bouillon 
zur Anwendung kam. Die ungleichmafige Beschaffenheit der 
zur Anwendung gekommenen Bouillon driickt sich auch in den 
beobachteten makroskopischen Erscheinungen aus, fast immer 
findet sich die Bemerkung «Kolben sehen ungleichmafig aus». 
Fiir Vergleichszwecke mit den bei anderen Temperaturen er- 
haltenen Werten kommt also nur die Versuchsreihe 9 in Betracht. 

Die Menge der tiberhaupt vergorenen Ameisensaure ist 
0,2824 g = 61,36°/o, diese Menge ist nach 7 Tagen erreicht; 
dann ist aber die Garung noch nicht beendet. Die Haupt- 
intensitét der Giirung liegt innerhalb des 3. Tages; innerhalb 
dieses Tages werden 0,0923 g = 20,06 °/o Ameisensdure vergoren. 


3. 27°. 


Ein Teil der Versuchsreihen, welche iiber die Vergarung 
der Ameisensaure durch Bac. prodigiosus Kral bei 27° vor- 
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liegen, wurde im Sommer-Semester 1908 ausgefiihrt (Versuchs- 
reihe 10, 11, 12, 13), ein anderer Teil im Winter-Semester 
1908/09 (Versuchsreihe 14, 15, 16). Zwischen der Ausfiihrung 
dieser beiden Gruppen von Versuchsreihen liegt ein Zeitraum 
von 3!/2—4 Monaten. Da diese beiden Gruppen von Versuchs- 
reihen keine gute Ubereinstimmung zeigen, sollen sie besonders 


aufgefiihrt werden. 


Tabell 


e Nr. 10. 


0,4602 g Ameisensdure als Natriumformiat bei 27°. 


Bakterium: Bac. prodigiosus Kral. 


Zeit Vergoren | Vergoren 

in Kalomel | vorhandene | vorhandene HCOOH | HCOOH 
HCOOH HCOOH 
Tagen 
1 4,5382 0,4435 96,37 0,0167 3,63 
2 3,8248 0,3738 81,22 0,0864 18,78 
4 3,2956 0,3221 69,98 0,1381 30,02 
5 3,1744 0,3102 67,41 0,1500 32,59 
Tabelle Nr. 11. 
0,4602 g Ameisenséure als Natriumformiat bei 27°. 
Nahrlésung: Gew. Bouillon. 
Bakterium: Bac. prodigiosus Kral. 

. alomel | vorhandene | vor ene 

Tagen 

g g °/o 

2 3,8862 0,3798 82,52 0,0804 17,48 
3 3,5022 0,3423 74,37 0,1179 25,63 
4 3,2836 0,3209 69,73 0,1393 30,27 
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Tabelle Nr. 12. 


0.4602 g Ameisensdure als Natriumformiat bei 27°, 


Bakterium: Bac. prodigiosus Kral. 


} 

| | | | 

Zeit | Breck | Noch | Vergoren | Vergoren | 

Kalomel | vorhandene | vorhandene | 

. | ' HCOOH | HCOOH | HCOOH | HCOOH | 

Tagen | | | | 

| g | g | */o g */o | 

| | | | 

1 45828 | (0,449 96,68 0,0153 3,32 | 

2 | 39008 |  0,3812 82,83 0,0790 | 17,17 | 

3 | 3,5280 | 0,343 | 74,81 0,1159 25,19 | 
4 | 32750 0,3201 69,54 0,1401 30,46 
5 | 81497 |  0,3078 66,89 0.1524 33,11 


Tabelle Nr. 13. 


0,4602 g Ameisensiure als Natriumformiat bei 27°. 


Bakterium: Bac. prodigiosus Kral, 
| Nocl 
Zeit Vergoren | Vergoren 
alome vorhanaene vornanaene 
in HCOOH HCOOH HCOOH | HCOOH 
Tagen 
| 
1 | 4,5396 0,4436 96,40 0,0166 3,60 
2 | 3,8618 0,3774 82,01 0,0828 17,99 
3 | 3,5014 0,3422 74,35 0,1180 25,65 
4 3,286 0,3214 69,84 0,1388 30,16 
5 38,1358 0,3065 66,59 0,1537 33,41 


Die Neutralisation der Bouillon erfolgte bei diesen Versuchsreihen 
mit Lackmuspapier als Indikator; die Kolben wurden nach Methode 1 
geimpft. 

Versuchsreihe 10, 11 wurden gleichzeitig angesetzt und ebenso 
Versuchsreihe 12, 13. Zwischen der Ausfiihrung der beiden Versuchs- 
reihen (10, 11) und (12, 13) lag ein Zwischenraum von 3 Wochen. 
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Vergleich der gefundenen relativen Werte. 


Tabelle Nr. 10 11 
1. Tag 3,63 — 
2. » 18,78 17,48 
3. >» — 25,63 
4, » 30,02 30,27 
5, 32,59 


12 


3,32 
17,17 
25,19 
30,46 
33,11 


Mittlere Tabelle. 


1. Tag 
2. >» 
3. 

> 
5. 


3,52 
17,86 
25,49 
30,23 
33,04 


17,99 
25,65 
30,16 
33,44 
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Abweichungen der gefundenen von den mittleren Werten. 


Tabelle Nr. 10 11 
1. Tag +. 0,11 
2. >» -+- 0,92 — 0,38 
3. — + 0,14 
4, » — 0,21 +- 0,04 
5. > — 0,45 — 


Die Abweichungen von der mittleren Tabelle sind, abgesehen von 
den Zahlen des 2. und 5. Tages, nicht gréfer als + 0,30°/o. Merzt man 
die Zahlen des 2. Tages von 18,78 und des 5. Tages von 32,52, welche 
wahrscheinlich falsch sind, da sie eine zu groffe Abweichung von den 
anderen Zahlen besitzen, aus, so erhalt man die folgende korrigierte 


mittlere Tabelle. 


Korrigierte mittlere Tabelle. 


Tag 


» 


99 


» 


» 


Bac. prodigiosu 


Abweichungen der gefundenen von den korrigierten 


3,52 
17,55 
25,49 
30,23 
33,26 


s bei 27°. 


mittleren Werten. 


Tabelle Nr. 10 11 
1. Tag +-0,11 
2 > +123 — 007 
+0,14 
4 > — 0,21 + 0,04 
5. > 0,67: — 


12 
— 0,20 
— 0,38 
— 0,30 
0,23 
— 0,15 


13 
+ 0,44 
+016 
— 0,07 
4.0.15 


| 3,60 | 
| 
| : 
| 
—0,20 +008 
—069 +013 
—0,30 +0,16 
+0,23  —0,07 
+007 +037 
| : 
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Sehen wir von den eingerahmten Zahlen ab, so sind die Ab- 
weichungen von den wahrscheinlichen mittleren Werten recht klein, sie 
schwanken zwischen + 0,44°/o und — 0,38 °/o. 

Menge der wihrend der einzelnen Tage vergorenen HCOOH. 
(Berechnet aus der korrigierten mittleren Tabelle.) 


Innerhalb des sind vergoren Ameisenséure 
1. Tages 3,52 
2. » 14,11 
3. 7,94 
4,» 4,74 
5. > 3,03 


Bac. prodig. bei 27°. 


Vergleich der gefundenen absoluten Werte. 


1. Tag 167 -- 153 166 
2. » 864 804 790 828 
3. » 1179 1159 1180 
4, >» 1381 1393 1401 1388 
5.» 1500 _ 1524 1537 
Mittlere Tabelle. 

1. Tag 162 

2. » 822 

3. » 1173 

4,» 1391 

5.» 1520 


Abweichung der gefundenen von den mittleren Werten. 


Tabelle Nr. 10 11 12 13 
4 » — 10 +2 + 10 
> — 20 + 4 + 


Merzt man die Zahlen 10, und 10, als wahrscheinlich falsch aus, 
so erhdlt man folgende korrigierte mittlere Tabelle: 


Korrigierte mittlere Tabelle. 


1. Tag 162 

> 807 
1173 
1391 


1531 
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Bac. prodig. bei 27°. 


Abweichung der gefundenen von den mittleren Werten. 
Tabelle Nr. 10 11 12 13 
: 1. Tag + 5 — —9 + 4 
i} 2» i+ 57 — 8 — 17 + 21 
| 3. > + 6 — 14 +7 
4 — 10 +2 + 10 —3 
-7 + 6 


Abgesehen von den eingerahmten Zahlen bewegen sich die Ab- 
weichungen zwischen den Werten -+ 0,0021 g und — 0,0017 g. 
Menge der wahrend der einzelnen Tage vergorenen HCOOH. 


(Berechnet aus der korrigierten mittleren Tabelle.) 


Innerhalb des sind vergoren Ameisensaure 
‘ 1. Tages 162 
2, =» 645 
3. 366 
4, 218 
5. » 140 


Tabelle Nr. 14. 


0,4602 g Ameisensdure als Natriumformiat bei 27 °. 
Bakterium: Bac, prodigiosus Kral. 


Zeit noch vergoren | vergoren 

‘an Calomel | vorhandene | vorhandene HCOOH HCOOH 
Ta HCOOH HCOOH 
gen 
g g °/o 

1 4,4796 0,4378 95,13 0,0224 4,87 
2 3,8060 0,3719 80,82 0,0883 19,18 
3 3,5650 0,3484 75,70 0,1118 24,30 
4 3,2904 0,3216 69,87 0,1386 30,13 
5 3,1936 0,3121 67,82 0,1481 32,18 
6 3,1024 0,3032 65,88 0,1570 34,12 
7 3,0982 0,3628 65,79 0,1574 34,21 
8 3,0826 0,3022 65,67 0,1580 34,33 


Die Neutralisation der Bouillon wurde bei dieser Versuchsreihe mit 
Hilfe von Lackmuspapier als Indikator durchgefiihrt; die Kolben wurden 
nach Methode 1 geimpft. 
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Makroskopische Erscheinungen. 


Nach 1 Tag: Schwache Triibung, keine Haut, an der Wandung 
des Glases, dort, wo die Fliissigkeit aufhért, schmaler roter Ring, sonst 
kein Farbstoff, kein Bodensatz; Kolben sehen gleichmafiig aus. 

Nach 2 Tagen: Starke Triibung, diinne zusammenhangende Haut, 
der Ring ist nicht breiter geworden, sonst kein Farbstoff, kein Boden- 
satz; Kolben sehen gleichmafig aus. 

Nach 3 Tagen: Starke Triibung, Haut wie am Tage vorher, die 
ganze Fliissigkeit ist schwach rot gefirbt, kein Bodensatz: Kolben sehen 
gleichméafig aus. 

Nach 4 Tagen: Wie am Tage vorher, Kolben sehen gleichmafhig aus. 

Nach 5 Tagen: Starke Triibung, Haut nicht verandert, die ganze 
Fliissigkeit ist rot gefiirbt, ziemlich viel Bodensatz; Kolben sehen gleich- 
mabig aus. 

Nach 6 Tagen: Wie am Tage vorher. 

Nach 7 Tagen: Schwache Triibung, die rosenrote Haut ist so 
wenig stabil, dafs schon bei gelinder Erschiitterung Teile sich loslésen 
und zu Boden sinken; die Haut ist schwiicher gefarbt, als an den Tagen 
vorher; die ganze Fliissigkeit ist rot gefarbt, sehr viel Bodensatz: Kolben 
sehen gleichmafig aus. 

Nac& 8 Tagen: Schwache Tritbung, die Haut ist fast farblos, es 
sind nur noch einzelne rosa gefiirbte Partien vorhanden, die Fliissigkeit 
hat die urspriingliche Bouillonfarbe wieder angenommen, ziemlich viel 


Bodensatz. 


Tabelle Nr. 15. 


0,4602 g Ameisensiure als Natriumformiat bei 27°. 
Bakterium: Bac. prodigiosus Kral. 


| 
Zeit | Noch Noch Vergoren | Vergoren 
_ Kalomel | vorhandene | vorhandene HCOOH HCOOH 
HCOOH HCOOH 
Tagen 
g g g 
1 4,4970 04395 95,50 0,0207 4,50 
2 3,9606 0,3871 84,10 | 0,0731 15,90 
3 3,3528 0.3277 71,20 0,1325 28,80 
4 3,5288 0,3449 74,94 0,1153 25,06 
5 3,2350 0,3161 | 68,70 0,1441 31,30 
ti 2,7840 02721 | 5912 0,1881 40,88 
| | 


Die Neutralisation der Bouillon erfolgte bei dieser Versuchsreihe mit 
Phenolphtalein als Indikator. Die Kolben wurden nach Methode 1 geimpft. 
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Makroskopische Erscheinungen. 


Nach 1 Tag: Ziemlich starke Triibung, schwache Haut, an der 
Wandung des Glases, dort, wo die Fliissigkeit aufhért, rosaroter Ring, 
kein Bodensatz. 

Nach 2 Tagen: Starke Triibung, diinne zusammenhingende Haut, 
der rosenrote Ring hat sich etwas verbreitert, kein Bodensatz; Kolben 
sehen ungleichmiifig aus. 

Nach 3 Tagen: Starke Triibung, diinne rosenrote zusammen- 
hingende Haut, die ganze Fliissigkeit ist rosa gefirbt, ziemlich viel 
Bodensatz: Kolben sehen ungleichmifig aus. 

Nach 4 Tagen: Starke Triibung, Haut wie am Tage vorher, die 
ganze Fliissigkeit ist rot gefarbt, ziemlich viel Bodensatz; Koblen sehen 
ungleichmafig aus. 

Nach 5 Tagen: Starke Tribung, diinne zusammenhiingende rote 
Haut, die ganze Fliissigkeit rot gefarbt, ziemlich viel Bodensatz: Kolben 
sehen ungleichmafiig aus. 

Nach 6 Tagen: Gegen den vorhergehenden Tag kaum veriindert. 

Die fiir diese Versuchsreihe verwendete Bouillon war ebenso wie 
Versuchsreihe 6 und 8 nicht gleichmaéfig in den einzelnen Kolben; die 
eine Partie war anormal hell gefairbt. Eine Bildung von Gasblaschen 
konnte nicht beobachtet werden. 


Tabelle Nr. 16. 


0,4602 g Ameisensiure als Natriumformiat bei 27°. 
Bakterium: Bac. prodigiosus Kral. 


Zeit | Noch vor-|Noch vor- Vergoren | Vergoren 
Kolben Kalomel handene handene | scoon | 

Nr HCOOH | HCOOH 

Tagen 

1 1 | 45954 | 0,4491 | 97,58 | 00111 2 42 
2 2 | 3,9691 | 0.3879 84,29 0,0723 15,71 
3 3 | 35018 | 0,3422 74,36 0,1180 25,64 
4 4 | 31948 | 0.3122 | 67,84 | 01480 | 32,16 
5 | 29572 | 0.2890 | 6280 | 01712 | 37,20 
6 6 | 27926 | 0.2729 | 59,30 | 01873 | 40,70 
7 7 | 26508 | 02591 | 5629 | 02011 | 43,71 
8 B | 0,2463 | 53,53 0.2139 | 46,47 
9 9 | 23874 | 02333 | 50,70 | 02269 | 49,30 
10 11 | 22615 | 02210 | 48,02 | 0.2392 | 51,98 
i 12 | 21712 | 02122 | 4612 | 0.2480 | 53,88 
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Die Neutralisation der Bouillon wurde bei dieser Versuchsreihe 
mit Hilfe von Phenolphthalein als Indikator durchgefiihrt ; die Kolben wurden 
nach Methode 1 geimpft. 


Makroskopische Erscheinungen. 


Nach 1 Tag: Ziemlich starke Triibung, keine Haut, an der Wan- 
dung des Glases, dort, wo die Fliissigkeit aufhért, schmaler rosenroter 
Ring, sonst kein Farbstoff, kein Bodensatz; Kolben sehen gleichmahig aus. 

Nach 2 Tagen: Starke Triibung, keine Haut, die ganze Fliissig- 
keit schwach rosenrot gefarbt; in der Intensitat der Farbung sind geringe 
Unterschiede vorhanden, Kolben 4, 3, 6, 7, 8, 9, 10 sind intensiver ge- 
firbt als 11 und 5, etwas Bodensatz. 

Nach 3 Tagen: Starke Triibung, keine Haut, die Flissigkeit ist 
gleichmiahig rot gefarbt, in Kolben 5 und 11 etwas weniger intensiv als 
in den anderen, ziemlich viel Bodensatz; Kolben sehen recht gleich- 
maéBig aus. 

Nach 4 Tagen: Wie am Tage vorher, Farbung der Fliissigkeit 
etwas intensiver geworden, viel Bodensatz; Kolben sehen gleichmabig aus. 

Nach 5 Tagen: Starke Triibung, keine Haut, die ganze Fliissig- 
keit ziemlich intensiv rot gefairbt, viel Bodensatz; Kolben sehen gleich- 


mafig aus. 
Nach 6 Tagen: Wie am Tage vorher; Kolben sehen gleich- 


malig aus. 

Nach 7 Tagen: Starke Triibung, keine Haut, Fliissigkeit intensiv 
rot gefarbt, viel Bodensatz; Kolben sehen gleichmafhig aus. 

Nach 8 Tagen: Triibung nicht mehr so stark wie am Tage vor- 
her, keine Haut, Fliissigkeit intensiv rot gefarbt, viel Bodensatz; Kolben 
sehen gleichmafig aus. 

Versuchsreihe 15 wurde 1 Woche spiter als Versuchsreihe 14 und 
Versuchsreihe 16 1 Woche spiter als Versuchsreihe 15 angesetzt. 


Vergleich der gefundenen relativen Werte. 


Tabelle Nr. 14 15 16 
1. Tag 4,87 4,50 2,42 
2. > 19,18 15,90 15,71 
3. > 24,30 28,80 25,64 
4. » 30,13 25,06 32,16 
5. > 32,18 31,30 37,20 
6. >» 34,12 40,88 40,70 
7.» 34,21 43,71 
8. >» 34,33 — 46,47 
9, >» 49,30 
10. » — 51,98 
11. > — — 53,88 
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Mittlere Tabelle. 
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1. Tag 3,93 

2. » 16,93 

3.» 26,25 

4. » 29,12 

5. > 33,56 

6. > 38,57 

7. > 38,96 

8. » 40,40 

9. » 49,30 

10. >» 51,98 

11. > 53,88 

Abweichung der gefundenen von den mittleren Werten. 
Tabelle Nr. 14 15 16 

1. Tag +- 0,94 + 0,57 — 1,51 
2. » + 2,25 — 1,03 — 1,22 
3. > — 1,95 + 2,55 — 0,61 
4, » + 1,01 — 4,06 + 3,04 
5. > — 1,38 — 2,26 -+- 3,64 
6. > — 4,45 + 2,31 + 2,13 
> 3% — 4,75 — + 4,75 
8. > — 6,07 o- + 6,07 
9. > — — + 0,00 
10. » + 0,00 
11. » — — + 0,00 


Wegen der grofien Abweichungen der gefundenen von den mittleren 
Werten ist es nicht zweckmifig, eine korrigierte mittlere Tabelle auf- 


zustellen. 


Menge der wihrend der einzelnen Tage vergorenen 


Innerhalb 


Ameisensdure. 


Sind vergoren HCOOH 


des  Tabelle Nr. 14 15 16 
1. Tages 4,87 4,50 2,42 
2.» 14,31 9,40 13,29 
3.» 5,12 12,90 9,93 
4,» 5,83 +. 3,74 6,52 
& -» 2,05 6,24 5,04 
6. >» 1,94 9,58 3,50 
0,09 3,01 
8. >» 0,12 — 2,76 
9, » 2,83 
10. » 2,68 
11 > — 1,90 
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Vergleich der gefundenen absoluten Werte. 


Tabelle Nr. 14 15 16 
1. Tag 224 207 111 
2. » 883 731 723 
3. 1118 1325 1180 
4,» 1386 1153 1480 
5.» 1481 1441 1712 
6. 1570 1881 1873 
7. 1574 aa 2011 
1580 2139 
9. » 2269 
10. 2392 
11. 2480 


Mittlere Tabelle. 


1. Tag 178 
2, 779 
3.» 1208 
4. 1340 
1545 
: 6. 1775 
7. 1793 
8. » 1860 
9. 2269 
10. 2392 
11. 2480 
Abweichung der gefundenen von den mittleren Werten. 
Tabelle Nr. 14 15 16 
a 1. Tag +. 46 4. 29 — 77 
i 2. >» + 104 — 48 — 56 
4. >» 4+. 46 ~~ 187 + 140 
> — 64 — 104 + 167 
: 6. >» — 205 + 106 + 98 
7. >» — 219 +218 
8. >» — 977 — + 280 
9. » + 0 
10. > + 0 


11. > — + 0O 
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Menge der wahrend der einzelnen Tage vergorenen 
Ameisensdure. 


Innerhalb des sind vergoren HCOOH 

Tabelle Nr. 14 15 16 
1. Tages 224 207 101 
2, » 659 524 612 
3. 235 584 457 
4 > 268 199 300 
5. >» 95 288 232 
6. 89 440 161 
4 — 138 
8.» 6 — 128 
9. » 130 
10.» 123 


Die Versuchsreihen 10, 11, 12, 13 zeigen im allgemeinen 
untereinander eine recht gute Ubereinstimmung. Da nun Ver- 
suchsreihe 10, 11 und ebenso 12, 13 gleichzeitig angesetzt 
wurden, zwischen der Ausfiihrung dieser beiden Gruppen von 
Versuchsreihen aber ein Zeitraum von 3 Wochen lag, so geht 
aus der guten Ubereinstimmung hervor, daf der physiologische 
Zustand der Bakterien sich innerhalb dieses Zeitraums nicht 
geiindert hatte; ferner da es wohl méglich ist, in verschiedenen 
Darstellungen eine Niahrbouillon zu erhalten, welche den Bak- 
terien gleiche Ernihrungsbedingungen bietet. Wire dies nicht 
der Fall, wiirde man jedesmal eine Nihrbouillon von anderer 
Zusammensetzung erhalten, so ditirfte man mit Bouillonsorten 
verschiedener Darstellung niemals iibereinstimmende Werte er- 
halten. Diese Uberlegung wird auch noch bei vielen anderen 
Versuchsreihen zu machen sein. Eine ahnliche Uberlegung wird 
zeigen, daB man auch mit Hilfe der Wattepfropfen eine gleich- 
mifige Luftzufuhr erzielen kann. Aber mit den Wattepfropfen 
ist die Sicherheit, GleichmaBigkeit zu erzielen, doch noch etwas 
geringer, als mit der Bouillon. Wenn in eine Serie von Kolben, 
welche zu einer Versuchsreihe dienen sollen, Bouillon von der- 
selben Darstellung gefiillt wird, so ist die Bouillon innerhalb 
ein und derselben Versuchsreihe natiirlich gleichmafig. Die 
Wattepfropfen kénnen natiirlich auch gleichmiibig sein, es ist 
aber nicht notwendig; ein oder mehrere Wattepfropfen kénnen 
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lockerer, fester, langer oder kiirzer sein als die Mehrzahl. Wenn 
dies der Fall ist, wird natiirlich in den Kolben, welche mit den 
anormalen Wattepfropfen versehen sind, ein anderer Luftwechsel 
herrschen, und die Entwicklung der Bakterien und damit die 
Vergirung der Ameisensadure wird eine andere werden. 

Daf diese Verhiltnisse in der Tat vorkommen, geht auch 
aus der Versuchsreihe 10, 11, 12, 13 hervor. Im allgemeinen 
stimmen die an den einzelnen Tagen erhaltenen Zahlen sehr 
gut tiberein, aber zwei Zahlen sind vorhanden, welche aus der 
GleichmaBigkeit herausfallen, nimlich die Zahlen 18,78 und 32,59 
des 1. und 5. Tages der Tabelle 10, und dieses Herausfallen 
kann nur, da ja eine gleichmafige Bouillon verwendet wurde, 
der Verschiedenartigkeit der Luftzufiihrung zugeschrieben werden. 
Derartige Verhiltnisse werden sich noch bei vielen Versuchs- 
reihen finden. 

Fiir die Vergleichszwecke sollen die korrigierten mittleren 
Werte verwendet werden. 

Nach 5 Tagen sind 0,1531 = 33,04 °/o Ameisensaure ver- 
goren, die Giirung ist aber dann noch nicht beendet. Die gréBbte 
Intensitét der Giérung liegt innerhalb des 2. Tages. Innerhalb 
dieses Tages werden 0,0645 g = 14,11°/o Ameisensaure ver- 
goren. Die Girungsintensitaét fallt dann langsam ab, ist aber 
innerhalb des 5. Tages noch nicht beendet, da innerhalb dieses 
Tages noch 0,0140 g = 3,03°/o Ameisensaure vergoren werden. 

Die Versuchsreihen 14, 15, 16 zeigen untereinander keine 
gute Ubereinstimmung. Versuchsreihe 15 ist fiir Vergleichs- 
zwecke itiberhaupt nicht zu verwenden, da hier ebenso wie bei 
Versuchsreihe 6 und 8 eine ungleichméfige Bouillon verwendet 
wurde. Diese Ungleichmafigkeit der Bouillon macht sich auch 
in den makroskopischen Erscheinungen bemerkbar, die Kolben 
sahen untereinander sehr ungleichmaBig aus. In Versuchsreihe 
14 und 16 verlief die Girung innerhalb der einzelnen Versuchs- 
reihen gleichmaBig, denn die Kolben sahen, wie aus den Notizen 
iiber die makroskopischen Erscheinungen hervorgeht, gleichmabig 
aus. Die Verschiedenheit dieser beiden Versuchsreihen 1laBbt 
sich wieder auf eine Verschiedenartigkeit der angewendeten 
Bouillon zuriickfiihren. Die Verschiedenartigkeit der Bouillon 
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mu sich, wenn sie wirklich bestanden hat, in der Nichtiiber- 
einstimmung der makroskopischen Erscheinungen ausdriicken, 
und das ist in der Tat der Fall. Vergleicht man die makro- 
skopischen Erscheinungen, welche bei beiden Versuchsreihen 
beobachtet wurden, von Tag zu Tag, so wird man finden, dai 
keine Ubereinstimmung herrscht. Die makroskopischen Erschei- 
nungen bei Versuchsreihe 16 lassen auf eine viel iippigere Ent- 
wicklung der Bakterien schlieBen, und diese iippigere Entwick- 
lung macht sich auch in den erhaltenen Zahlen geltend, wihrend 
die Garung in Versuchsreihe 14 nach 6 Tagen beendet ist, ist 
sie bei Versuchsreihe 16 nach 11 Tagen noch nicht beendet; 
in Versuchsreihe 14 sind nach 6 Tagen 0,1570 g = 34,12°/o, 
in Versuchsreihe 16 0,1873 g = 40,70°/o Ameisensiiure ver- 
goren. Genau dieselben Verhiltnisse haben wir schon bei der 
Vergarung von Ameisensaure durch Bac. prodigiosus Kral bei 
17° angetroffen. Da bei beiden Temperaturen die Verschieden- 
heit der Resultate auf eine Verschiedenartigkeit der zur An- 
wendung gekommenen Bouillon zurtickzufiihren ist, geht auch 
noch mit voller Sicherheit daraus hervor, daf fiir Versuchsreihe 5 
eine Bouillon von derselben Darstellung wie fiir Versuchsreihe 14, 
und fiir Versuchsreihe 9 eine Bouillon von derselben Darstellung 
wie fiir Versuchsreihe 16 zur Anwendung kam. Bei beiden 
Temperaturgraden finden wir fiir ein und dieselbe Bouillon, 
wie man beim Vergleich der Zahlen finden wird, eine voll- 
kommen analoge Entwicklung. 

In Versuchsreihe 14 werden in 8 Tagen 0,1580 g = 34,33°/o 
Ameisenséure vergoren, in Versuchsreihe 16 in 11 Tagen 0,2480 g 
= 53,88°/o. Die grote Intensitét der Garung liegt in beiden 
Versuchsreihen innerhalb des 2. Tages; in Versuchsreihe 14 
werden innerhalb dieses Tages 0,0659 g = 14,31°/o, in Ver- 
suchsreihe 16 0,0622 g == 13,29°/o Ameisensiure vergoren. In 
beiden Versuchsreihen falit dann die Intensitét der Garung all- 
mahlich ab, aber viel rascher bei Versuchsreihe 14 als bei 
Versuchsreihe 16. Bei Versuchsreihe 14 ist die Garung schon 
nach 6 Tagen beendet, wihrend sie bei Versuchsreihe 16 nach 
11 Tagen noch nicht beendet ist. 

Zum Vergleich der ersten Gruppe von Versuchsreihen 10, 
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11, 12, 13 mit der zweiten Gruppe 14, 15, 16 wird es wohl 
am besten sein, die erhaltenen Zahlen noch einmal direkt neben- 
einander zu schreiben. Von der ersten Gruppe soll die korri- 
gierte mittlere Tabelle, wegen der guten Ubereinstimmung, heran- 
gezogen werden, von der anderen Gruppe 14 und 16 einzeln. 
Versuchsreihe 15 wird aus den weiter oben angefiihrten Griinden 
fortgelassen. Es werden die relativen und absoluten Werte 
nebeneinander aufgefiihrt. 


Korrigiertes Mittel aus 


10 “| | 

Tabelle Nr. oe 13 14 | 16 
1. Tag 352 162 | 487 224 | 242 101 
es 17,55 807 | 1918 883 | 15,71 728 
— 25.99 1173 | 2430 1118 25,64 1180 
30.23 1391 | 3013 1386 3216 1480 
5. > 33,26 1531 | 3218 1481 | 37,20 1712 


Vergleicht man zunachst die erste Gruppe mit Versuchs- 
reihe 14, so findet man, daf die Werte nicht sehr weit aus- 
einander gehen; die grébte Differenz ist am 3. Tage vorhanden, 
sie betriigt 1,69°/o; alle anderen Differenzen sind kleiner. Nun 
liegt zwischen der Ausfiihrung der ersten Gruppe und der 
zweiten ein Zeitraum von 3'/2—4 Monaten und es wire immer- 
hin méglich, daB die physiologischen Eigenschaften der Kulturen 
sich soweit geiindert hétten, daB hierdurch die Differenzen be- 
dingt wiiren. Aber diese Ausnahme ist nicht notwendig aus 
folgenden Griinden. Die Differenzen zwischen den Versuchsreihen 
14 und 16, welche mit einem Zeitunterschied von 2 Wochen 
angesetzt wurden, sind viel gréBer als die Differenzen zwischen 
der ersten Gruppe von Versuchsreihen und Versuchsreihe 14. 
Da nun die Differenzen zwischen 14 und 16 auf eine Verschieden- 
artigkeit der verwendeten Bouillon zuriickgefiihrt werden konnten, 
zumal eine Veriinderung des physiologischen Zustandes der 
Bakterien innerhalb 14 Tagen wohl ausgeschlossen ist, so 
kénnen die viel kleineren Differenzen zwischen der ersten Gruppe 
von Versuchsreihen und Versuchsreihe 14 ebenfalls auf eine 
Verschiedenartigkeit der verwendeten Bouillon zuriickgefihrt 
werden. Die Ursache der groBen Abweichungen der Versuchs- 
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reihe 16 von den anderen wurde schon weiter oben naher 
ausgefiihrt. Die grofte Intensitaét der Garung liegt bei allen 
Versuchsreihen innerhalb des zweiten Tages. 


4, 37°. 


Tabelle Nr. 17. 


0,4602 g Ameisensaure als Natriumformiat bei 37°. 
Bakterium: Bac. prodigiosus Kral. 


Zeit Noch Noch Vergoren | Vergoren 
rm Kalomel | vorhandene | vorhandene HCOOH HCOOH 

‘ HCOOH HCOOH ‘ 

1 4,6932 0,4587 99,66 0,0015 0,34 
2 4,7026 | 04595 99,86 0),0007 0,14 
3 4,7046 0,4598 99,90 0,0004 0,10 
4 4,6915 | 0,4585 99,63 0,0017 0,37 
Tabelle Nr. 18. 
0,4602 g Ameisensdure als Natriumformiat bei 37°. 
Bakterium: Bac. prodigiosus Kral. 

Zeit Hach Nock Vergoren | Vergoren 

7 Kalomel | vorhandene | vorhandene HCOOH HCOOH 
HCOOH HCOOH 
Tagen 
g °/o g °/o 

1 4,7015 0,4595 99,84 0,0007 0,16 
2 4,7043 0,4597 99,90 0,0005 0,10 
3 4,7108 0,4604 100,04 0,0002 0,04 
4 4,7052 0,4598 99,92 0,0004 0,08 
5 4,6940 0,4587 99,68 0,0015 0,32 
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Tabelle Nr. 19. 


(),4602 g Ameisensdure als Natriumformiat bei 37°. 


Bakterium: Bac. prodigiosus Kral. 


Zeit Noch Noch Vergoren | Vergoren 
i Kalomel | vorhandene | vorhandene HCOOH HCOOH 
HCOOH HCOOH 
Tagen 
g g °/o g 

1 4,7040 0,4597 99,89 0,0005 0,11 

2 4,7114 0,4604 100,05 0,0002 0,05 
3 4,7008 0,4594 99,82 0,0008 0,18 

4 4,7132 0),4606 100,09 0,0004 0,09 

4 4,7050 0,4598 99,91 0,0004 0,09 


Tabelle Nr. 20. 


0.4602 Ameisensdure als Natriumformiat bei 37 °. 
Bakterium: Bac. prodigiosus Kral. 


Zeit Vergoren | Vergoren 
; alomel | vorhandene | vorhandene 
“i HCOOH HcooH | HCOOH | HCOOH 
Tagen 
g g g 
1 | 4.7068 0,4600 99,95 0,0002 0,05 
2 | 47060 0,4599 99,93 0,0003 0,07 
3. | 47064 0,4599 99,94 0,0003 0,06 
4 4,7078 0,4601 99,97 0,0001 0,03 


Aus dem vorliegenden Zahlenmaterial geht mit Klarheit 
hervor, da& Bac. prodigiosus Kral bei 37° Ameisenséure in 
Form von Natriumsalz nicht zu vergéren vermag. 


Die Neutralisation der Nahrbouillon wurde mit Hilfe von Lackmus- 
papier als Indikator durchgefiihrt; die Kolben wurden nach Methode | 


geimpft. 
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Vergleich der bei den verschiedenen Temperaturen 
erhaltenen Zahlen. 


Zunachst fallt auf, daB bei 37° keine Ameisensaure mehr 
vergoren wird, diese Temperatur braucht also fernerhin nicht 
mehr beriicksichtigt zu werden. Die grofite Garungsintensitat 
liegt bei 17 und 21° innerhalb des 3. Tages, bei 27° innerhalb 
des 2. Tages. 

Nach 5 Tagen sind vergoren 

bei 17° 0,1691 g 36,75 °/o 
» 21° 0,2449 » 53,21 °/o 
27° 0,1531 » = 33,26°/o. 

Bei 17° ist das Mittel aus Versuchsreihe 5 und 7, bei 
21° Versuchsreihe 9 und bei 27° das Mittel aus den 4 ersten 
Versuchsreihen gewahlt worden. Diese Wahl ist recht will- 
kiirlich, aber um tberhaupt einen Vergleich zu ermdglichen, 
mu8 eine derartige Wahl getroffen werden. 

Die Zahlen sagen aus, daf innerhalb 5 Tagen bei 17 
und 21° mehr Ameisenséure vergoren wird als bei 27° und 
daB bei 21° mehr Ameisensdure vergoren wird als bei 17°. 
Die Differenz zwischen 17 und 21 ° betragt 0,0758 g = 16,46°/o 
und die zwischen 21 und 27° 0,0918 g = 19,95 °/o. 


Vergleich der mit Calciumformiat und mit 
Natriumformiat erhaltenen Zahlen. 


Wahrend mit Natriumformiat bei 37° tiberhaupt keine 
Vergaérung mehr erhalten wird, wird Calciumformiat bei dieser 
Temperatur noch vergoren. Innerhalb 5 Tagen werden bei 
dieser Temperatur 0,0183 g = 3,97°%o vergoren. Bei 27° 
werden beide Salze vergoren. Bei Anwendung von Natrium- 
formiat wird innerhalb 5 Tagen 0,1273 g = 27,65°/o, bei 
Anwendung von Calciumformiat dagegen nur 0,0177 g = 3,84°/o. 
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B. Stamm K.G.A. 
Tabelle Nr. 21. 
0,4602 g Ameisensiure als Natriumformiat bei 17°. 
Bakterium: Bac. prodigiosus K.G.A. 
| | vor | 
Zeit | "| 
Kolben _Kalomel | handene handene | 
one HCOOH | HCOOH) 
Tagen r. | 
| | | 
1 1 | 48052 0,4696 102,04 +0,0094;) 2,04 
2 3 4.5536 | 0,4450 | 96,70 0,0152 | — 3,30 
| 
3 5 4.4972 | 04395 95,50 -0,0207, 4,50 
4 7 | 44426 | 0.4342 | 94,34 | 0,0260) 5,66 
5 | 4,3862 0,4287 93,14 0,0815 6,86 
Tabelle Nr. 22. 
0,4602 g Ameisensiiure als Natriumformiat bei 17°. 
Bakterium: Bac. prodigiosus K.G.A. 
Zeit ; | Noch vor- Noch vor- Vv 
Kolben _Kalomel | handene handene 
| HcooH | HCOOH | HCOOH 
Tagen | r. 
| | g [o g jo 
| | 
1 | 2 | 4,8222 0,4713 | 10240 |+-0,0111) + 2,40 
4 46216 04517 | 98,14 0,0085) — 1,86 
3 | 6 | 44782 | 0,4376 | 95,10 0,0226 4,90 
4 | 8 | 4,4502 0),4349 94,50 0,0253 5,50 
5 | 10 0.4204 0,0308' «6,69 


Die Neutralisation der Naihrbouillon wurde mit Hilfe von Phenol- 
phthalein als Indikator durchgefiihrt. Die Kolben wurden nach Methode 2 


geimpft. 


Makroskopische Erscheinungen. 


Nach 1 Tag: Schwache Triibung, keine Haut, kein Farbstoff, kein 
Bodensatz; Kolben sehen gleichmafig aus. 
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a sehr wenig Bodensatz; Kolben sthen gleichmafig aus. 
F Nach 4 Tagen: Starke Triibung, keine Haut, kein Farbstoff, etwas 


4 Bodensatz; Kolben sehen gleichmifig aus. 


Nach 2 Tagen: Starke Triibung, keine Haut, kein Farbstoff, kein 
Bodensatz; Kolben sehen gleichmafiig aus. 
Nach 3 Tagen: Starke Triibungen, keine Haut, kein Farbstoff, 


1 Nach5d Tagen: Wie am Tage vorher; Kolben sehen gleichmafhig aus. 


Tabelle Nr. 23. 


0,4602 g¢ Ameisensiure als Natriumformiat bei 17°. 


Bakterium: Bac. prodigiosus K.G.A. 


| 


son | Noch vor-|Noch vor-| y ergoren | Vergoren 
on | Kalomel handene handene | HCOOH | HCOOH 
_— Nr. | | HCOOH | HCOOH | 
| | | 
| 1 4.8078 | 0.4698 | 102,09 “40,0096 +. 2,09 
2 3 | 45504 | 04447 | 96,63 | 0,0155 3,37 
3 5 4.4722 | 0,4371 | 9497 | 0,0231 5,03 
4 7 4.4386 04338 94,26 | 0,0264 5,74 
5 9 43684 | 0,4269 | 92,76 | 0.0383) 7,24 
Tabelle Nr. 24, 
0,4602 g Ameisensdure als Natriumformiat bei 17°. 
Bakterium: Bac. prodigiosus K.G.A. 
Noch vor-!Noch vor- 
Kolben Kalomel | handene | handene 
HCOOH HCOOH | HCOOH | HCOOH 
lagen 
g g °/o 
1 2 4.7932 | 0,4684 | 101,79 | -+0,0082! + 1,79 
2 4 45356 | 0.4432 | 96,31 0.0170; 3,69 
3 6 4,4680 | 0,4366 | 94,88 0,0236 5,12 
4 8 4,4190 0,4319 93,84 | 0,0283 6,16 
5 10 | 43704 | 0,4271 92,81 | 0,0331 7,19 
| 


als 


| 


Die Neutralisation der Bouillon wurde mit Hilfe von Phenolphthalein 
Indikator durchgefiihrt. Die Kolben wurden nach Methode 2 geimpft. 


if 
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Makroskopische Erscheinungen. 

Nach 1 Tag: Schwache Triibung, keine Haut, kein Farbstoff, kein 
Bodensatz; Kolben sehen gleichmafig aus. 

Nach 2 Tagen: Mittelstarke Triibung, keine Haut, kein Farbstoff, 
kein Bodensatz; Kolben sehen gleichmafig aus. 

Nach 3 Tagen: Mittelstarke Triibung, keine Haut, kein Farbstoff, 
etwas Bodensatz; Kolben sehen gleichmafig aus. 

Nach 4 Tagen: Starke Triibung, keine Haut, kein Farbstoff, etwas 
Bodensatz; Kolben sehen gleichmafhig aus. 

Nach 5 Tagen: Wie am Tage vorher; Kolben sehen gleichmahig aus. 

Verauchsreihen 23, 24, welche gleichzeitig angestellt wurden, wurden 
3 Wochen spiter als Versuchsreihen 21, 22, welche ebenfalls gleichzeitig 
angestellt wurden, durchgefihrt. 

Vergleich der gefundenen relativen Werte. 


Tabelle Nr. 21 22 23 24 
1. Tag +204 +240 +209 + 1,79 
2. » — 330 — 1,86 — 3,37 — 3,69 
3. » 4,50 4,90 5,03 5,12 
4, » 5,66 5,50 5,74 6,16 
5. >» 6,86 6,69 7,24 7,19 
Mittlere Tabelle. 
1. Tag + 2,08 
2. » — 3,06 
3. > 4,89 
4, > 5,77 
5, 6,99 
Abweichungen der gefundenen von den mittleren Werten. 
Tabelle Nr. 21 22 23 24 
1. Tag — 0,04 + 0,32 -++ 0,01 — 0,29 
2. > +024 —120 -+0,31 + 0,63 
3.» — 039 + 0,01 +014 -+ 0,23 
4, — 0,11 — 027 —003 + 0,39 
5. » — 0,13 — 030 + 0,25 + 0,20 


Die Abweichungen der einzelnen gefundenen Zahlen von den mitt- 
leren Werten sind, abgesehen von den Zahlen des 2. Tages, nicht grofer 
als + 0,39°%. Wird die Zahl 1,86, welche vollkommen aus dem Rahmen 
der anderen 3 erhaltenen Werte herausfallt, ausgemerzt, so wird die fol- 


gende mittlere Tabelle erhalten. 
Korrigierte mittlere Tabelle. 


1. Tag -++- 2,08 
2. » — 3,45 
3. » 4,89 


4, » 5,77 
5.» 6,99 
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Abweichungen der gefundenen von den korrigierten 
mittleren Werten. 


Tabelle Nr. 21 22 23 24 
1. Tag — 0,04 +032 +001 — 0,29 
2, > — 015 —159 —0,08 + 0,24 
3.» — 039 +001 +4014 + 0,23 
4, » — 011 —003 + 0,39 
5. > — 013 —030 + 0,25 + 0,20 


Abgesehen von der eingerahmten Zahl von — 1,59°%/o, welche ja 
dem ausgemerzten Wert zukommt, sind die Abweichungen von den korri- 
gierten mittleren Werten recht klein; sie schwanken zwischen -+- 0,39 °/o 
und — 0,39 

Menge der wihrend der einzelnen Tage vergorenen 


Ameisensaure. 
(Berechnet aus der korrigierten mittleren Tabelle.) 
Innerhalb des sind vergoren HCOOH 
1. Tages + 2,08 
20 5,53 
3. 1,44 
4, 0,88 
5.» 1,22 
Menge der wahrend der einzelnen Tage vergorenen 
Ameisensdure. 
Innerhalb des sind vergoren HCOOH 
Tabelle Nr, 21 22 23 24 
1. Tages + 2,04 + 2,40 + 2,09 + 1,79 
2. » 5,34 4,26 5,46 5,48 
3. > 1,20 3,04 1,66 1,43 
4, > 1,16 0,60 0,71 1,04 
5.» 1,20 1,19 1,50 1,03 
Vergleich der gefundenen absoluten Werte. 
Tabelle Nr. 21 22 23 24 
1. Tag + 9 + Iii1 + 9% + 82 
2. > — 152 — 85 — 155 — 170 
3.» 207 226 231 236 
4, > 260 253 264 283 
5. >» 315 308 333 331 
Mittlere Tabelle. 
1. Tag + 96 
2. » — 141 
>» 225 
4. > 265 
5. > 322 
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Abweichungen der gefundenen von den mittleren Werten. 
Tabelle Nr. 21 22 23 24 


1. Tag —2 + 15 +0 — 14 

> +-11 — 56 -+- 14 + 29 

— 18 +41 +6 +11 

—5 — 12 —1 + 18 

> —7 — 14 +11 +9 
ie Abweichungen der einzelnen gefundenen Zahlen von den 
mittleren Werten sind, abgesehen von den Zahlen des 2. Tages, nicht 
groéfer als + 0,0018 g. Wird die Zahl 56, welche auch bei den relativen 
Werten nicht beriicksichtigt wurde, angemerzt, so ergibt sich folgende 

korrigierte mittlere Tabelle. 


Korrigierte mittlere Tabelle. 


1. Ta -|- 96 
> — 159 
| 225 


> 265 
> 322 


Abweichungen der gefundenen von den korrigierten 
mittleren Werten. 


_Tabelle Nr. 21 22 23 24 


+ — 14 

+-11 

+418 

> —7 +11 +9 
Abgesehen von der eingerahmten Zahl von — 0.0074 g, welche dem 
ausgemerzten Wert zukommt, sind die Abweichungen von den korrigierten 
mittleren Werten sehr klein, sie liegen meist innerhalb der Versuchs- 


fehler; die Differenzen schwanken zwischen den Werten -+-0,0018 g und 
— 0,0018 g. 


Menge der wahrend der einzelnen Tage vorgorenen 
Ameisensadure. 


(Berechnet aus der korrigierten mittleren Tabelle.) 
Innerhalb des sind vergoren HCOOH 
1. Tages -+- 96 
» — 255 
> 66 
40) 
57 
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Menge der wahrend der einzelnen Tage vergorenen 


Ameisensdure. 

Innerhalb des sind vergoren HCOOH 

Tabelle Nr. 21 
1. Tages + 94 +-111 +-96 +- 82 
2. >» 246 196 251 252 
= » 55 141 76 66 
4, > 53 27 33 47 
5.» 55 55 69 48 


Aus diesen Versuchsreihen geht wieder hervor, daf man 
auch mit Hilfe von Nahrbouillon und einem Wattepfropfen als 
Verschlu8 gleichmiéfige Resultate erzielen kann. Die beiden 
Gruppen von Versuchsreihen wurden mit einem Zeitunter- 
schied von 3 Wochen angesetzt, es kam also fiir jede Gruppe 
eine Bouillon von verschiedener Darstellung in Betracht; diese 
Bouillonsorten miissen jedenfalls identisch gewesen sein, denn 
sonst hitte keine Ubereinstimmung in den Resultaten erlangt 
werden kinnen. Dali im allgemeinen Gleichmifigkeit in der 
Vergiirung vorhanden war, geht auch daraus hervor, daB die 
makroskopischen Erscheinungen der beiden Gruppen von Ver- 
suchsreihen gut tibereinstimmen. Betrachtet man die erhaltenen 
Zahlen etwas genauer, so findet man, dab am 2. Tage die Zahl 
1.86 vollommen aus der Reihe herausfillt. 

Wir haben die Reihe 

3,30 — 1,86 — 3,37 — 3,69. 

Da nun die anderen 3 Zahlen eine gute Ubereinstimmung 
zeigen, muf bei diesem Kolben eine Abweichung vorgelegen 
haben, welche die Unregelméfigkeit verursacht; diese Ab- 
weichung kann nur durch eine Verschiedenartigkeit des Luft- 
zutrittes bedingt sein, denn es wurde eine gleichmiifige Bouillon 
benutzt und auch war der physiologische Zustand derselbe ge- 
blieben; wire der verinderte physiologische Zustand der Bak- 
terien die Ursache der Abweichung, so hiitte die Verschieden- 
heit der Zahlen an jedem Tage auftreten miissen. 

Nach 5 Tagen sind 0,0322 g = 6,99°/o Ameisensiure 
vergoren. Die grdfite Girungsintensitét liegt innerhalb des 
2. Tages; an diesem Tage werden 0,0255 g = 5,53°/o Ameisen- 
sdure vergoren: die Gdrungsintensitaét fallt dann allmiihlich ab, 


~ 
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hat aber nach 5 Tagen noch nicht ihr Ende erreicht. Merk- 
wiirdig ist, daB zunichst Ameisensdure gebildet wird und da8 
dann erst die Zerst6rung der Ameisensaure einsetzt. Innerhalb 
des 1. Tages werden 0,0096 g = 2,08 °/o Ameisensdure gebildet. 


2. 


Tabelle Nr. 25. 
0,4602 g Ameisensaure als Natriumformiat bei 21°. 


Bakterium: Bac. prodigiosus K.G.A. 


| 
Noch vor-|Noch vor- 
Kolben Kalomel | handene | handene 
Nr. | HCOOH | HCOOH , 
Tagen | 
| 8 g °/o g */o 
1 | 4.7432 | 04635 | 100,70 + 0,0033 | + 0,70 
2 46088  0,4504 97,87 0,0098 | —2,13 
3 5 | 44082 | 0,4308 93,61 | 0,0294 6,39 
4 7 43122 | 04214 | 91,57 | 8,43 
| 9 4.2888 91,08 | 0,0411 | 8,92 


Tabelle Nr. 26. 


0,4602 g Ameisensiiure als Natriumformiat bei 21°. 


Bakterium: Bac. prodigiosus K.G.A. 


Zeit Noch vor-|Noch vor- Vv Vv 
Kolben Kalomel | handene | handene 
Nr HCOOH | HCOOH 
Tagen 
g g g °/o 
| 
1 2 | 47542 | 0,4646 | 100,96 |4-0,0044 | + 0,96 
2 4 4,5886 0),4484 97 ,44 0,0118 | — 2,56 
3 6 4,4266 0,4326 94,00 0,0276 6,00 
4 8 4,3630 0),4264 92.65 0,0338 7,35 
| 


Die Nentralisation der Nihrbouillon wurde mit Hilfe von Phenol- 
phthalein als Indikator durchgefiihrt; die Kolben wurden nach Methode 2 


geimpft. 


Makroskopische Erscheinungen. 


Nach 1 Tag: Ziemlich starke Triibung, keine Haut, kein Farb- 
stoff, kein Bodensatz; Kolben sehen gleichmafig aus. 
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Nach 2 Tagen: Starke Triibung, keine Haut, kein Farbstoff, kein 
Bodensatz; Kolben sehen gleichmafig aus. 

Nach 3 Tagen: Starke Triibung, Kolben 9 ist weniger stark ge- 
farbt als 7 und 8; auf Kolben 7 einige farblose Hautschollen, anf den 
andern beiden Kolben keine Haut, kein Farbstoff, sehr wenig Bodensatz; 
Kolben sehen ungleichmafiig aus. 

Nach 4 Tagen: Starke Triibung, auf allen Kolben etwas farblose 
nicht zusammenhingende Haut, die Hautschollen auf Kolben 7 haben sich 
etwas vergrofert, kein Farbstoff, etwas Bodensatz; Kolben sehen gleich- 
mafig aus. 

Nach 5 Tagen: Starke Tribung, etwas Haut, kein Farbstoff, 
etwas Bodensatz. 


Tabelle Nr. 27. 


0,4602 g Ameisensiure als Natriumformiat bei 21°. 


Zeit Noch vor-/Noch vor-' y,,. goren | Vergoren 
in Kalome]  handene | handene | 
Tagen Nr. HCOOH | HCOOH 
1 | 1 4,7382 | 04631 100,62 | -+0,0029) -+-0,62 
2 3 4,5602 | 0,4456 96,84 0,0146 3,16 
3 5 44192 | 0,4321 93,84 0,0281 6,16 
4 7 4,3712 | 0,4272 92,82 0,0330 7,17 
9 43104 | 0,4212 91,53 0),0390 8,47 


Tabelle Nr. 28. 


0,4602 g Ameisensiure als Natriumformiat bei 21°. 


Bakterium: Bac. prodigiosus K.G.A. 


Kolben Vergoren | Vergoren 
in Kalome] | handene | handene 
Tagen Nr. HCOOH | HCOOH | HCOOH | HCOOH 
4,6784 0,4572 99,35 0,0030 0,65 


| 
Bakterium: Bac. prodigiosus K.G.A. 
| 

| 

2 | 4 45778 | 04474 | 97,21 | 0.0128 279 
3 6 4,3940 | 0,4294 | 93,31 | 0.0308 | 6,69 : 
4 8 | 4.3828 | 0,4283 | 93,09 | 0.0319 | 6,91 
5 | | | — — — 
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Die Neutralisation der Nahrbouillon wurde mit Hilfe von Phenol- 
phthalein als Indikator durchgefiihrt ; die Kolben wurden nach Methode 2 


geimpft. 
Makroskopische Erscheinungen. 


Nach 1 Tag: Mittelstarke Triibung, keine Haut, kein Farbstoff, 
kein Bodensatz; Kolben sehen ungleichmafhig aus. 

Nach 2 Tagen: Triibung etwas stiarker als am Tage vorher, keine 
Haut, kein Farbstoff, kein Bodensatz; Kolben sehen gleichmiéfig aus. 

Nach 3 Tagen: Starke Triibung, keine Haut, kein Farbstoff, ziem- 
lich viel Bodensatz; Kolben sehen gleichmafiig aus. 

Nach 4 Tagen: Wie am Tage vorher; Kolben sehen gleich- 
mafig aus. 

Nach 5 Tagen: Wie am Tage vorher. 

Versuchsreihen 27, 28, welche gleichzeitig angestellt wurden, wurden 
3 Wochen spater als Versuchsreihen 25, 26, welche ebenfalls gleichzeitig 
angestellt wurden, durchgefihrt. 


Vergleich der gefundenen relativen Werte. 


_ 28 
1. Tag -+- 0,70 -+- 0,96 -++- 0,62 +- 0,65 
2. » — 2,13 — 2,56 — 3,16 — 2,76 
3. » 6,39 6,00 6,16 6,69 
4, >» 8,43 7,30 7,18 6,91 
5. 8,92 8,47 
Mittlere Tabelle. 
1. Tag +- 0,73 
2, » — 2,65 
3 6,31 
4. 7,47 
5. >» 8,70 
Abweichung der gefundenen von den mittleren Werten. 
1. Tag — 0,03 -+- 0,23 — 0,11 — 0,08 
2. >» —052 —009 +051 +0,11 
3. > -+ 0,08 — 0,31 — 0,15 + 0,38 
4, > +- 0,96 — 0,12 — 0,29 — 0,56 
5. -++- 0,22 — — 0,32 — 


Die Abweichungen der einzelnen gefundenen Zahlen von den 
mittleren Werten sind, abgesehen von den Zahlen des 2. und 4, Tages, 
nicht gréfer als 0,38°o und 0,23°%o. Werden die Zahlen des 
2. Tages 2,13 und 3,16 und des 4. Tages 8,43 und 6,91 nicht beriick- 
sichtigt, so wird folgende mittlere Tabelle erhalten. 
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Korrigierte mittlere Tabelle. 


1. Tag -+- 0,73 
2. >» — 2,66 
3. 6,31 
4. 7,27 
5 8,70 


Abweichungen der gefundenen von den korrigierten 
mittleren Werten. 


Tabelle Nr. 25 26 27 28 
1. Tag —0,03 +023 —O11 —008 
2, >» —053: —010 +050 +0,10 
+008 —031 —015 +038 
4. +116 +008 —009  —0,35 
4. 0,22 — 0,23 


Abgesehen von den eingerahmten Zahlen, welche den nicht be- 
riicksichtigten Werten zukommen, sind die Abweichungen der gefundenen 
Werte von den korrigierten mittleren Werten recht klein, sie schwanken 
zwischen -+- 0,38°)0 und — 0,23°/0. 

Menge der wahrend der einzelnen Tage vergorenen 
Ameisensdure. 
(Berechnet aus der korrigierten mittleren Tabelle.) 


Innerhalb des 


sind vergoren HCOOH 


1. Tages + 0,73 

2. — 3,39 

3. 3,65 

4, 0,96 

5. > 1,43 

Menge der wahrend der einzelnen Tage vergorenen 
Ameisensiaure. 
Innerhalb sind vergoren HCOOH 
des Tabelle Nr. 25 26 27 28 

1. Tages +- 0,70 +- 0,96 0,62 -+ 0,65 
2,83 3,52 3,78 3,41 
: 4,26 3,44 3,00 3,93 
4, > 2,04 1,35 1,02 0,32 
5. > 0,49 1,29 


Vergleich der gefundenen absoluten Werte. 


Tabelle Nr. 25 26 27 | 28 
1. Tag +. 33 +- 44 + 29 + 30 
2. » — 98 — 118 — 146 — 128 
8. > 294 276 281 308 
4 >» 388 338 330 319 
5. >» 411 — 390 — 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, LXIV. 17 
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Mittlere Tabelle. 
: 1. Tag + 37 
2. > — 123 
3. >» 290 
4, » 344 
5.» 
i Abweichung der gefundenen von den mittleren Werten. 
“is Tabelle Nr. 25 26 27 28 
1. Tag — 4 +7 — 8 — 7 
s 2. » — 25 — 5 -+- 23 + 5 
4 3. >» — 4 — 14 — 9 + 18 
€ 4, > + 44 — 6 — 14 — 25 
5. » + 9 —12 
Die Abweichungen der einzelnen gefundenen Zahlen von den f 


mittleren Werten sind, abgesehen von den Zahlen des 2. und 4. Tages, 
nicht gréfer als -+- 0,0018 und — 0,0014 g. Werden die Zahlen 98 und 
146 des 2. Tages und 388 und 319 des 4. Tages, welche auch bei den 
relativen Werten nicht beriicksichtigt wurden, ausgemerzt, so ergibt sich 
folgende korrigierte mittlere Tabelle. 


Korrigierte mittlere Tabelle. 


1. Tag + 37 
2. » — 123 
3. > 290 
4, » 334 
5d. » 42 


Abweichung der gefundenen von den korrigierten 
mittleren Werten. 


Tabelle Nr. 25 26 27 28 
1. Tag — 4 + 7 — 8 — 7 
2, > — 93: 
+54 + 4 ~~ 


Abgesehen von den eingerahmten Zahlen von — 0,0025 g, — 0,0023 g, 
-+ 0,0054 g, welche den nicht beriicksichtigten Werten zukommen, sind 
die Abweichungen von den korrigierten mittleren Werten sehr klein, sie 
liegen zwischen -+- 0,0018 g und — 0,0015 g. 
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Menge der wahrend der einzelnen Tage vergorenen 


Ameisensaure. 

(Berechnet aus der korrigierten mittleren Tabelle. 
Innerhalb des sind vergoren HCOOH 

1. Tages + 37 

2. » — 160 

3. > 167 

4,» 44 

5. >» 68 


Menge der wahrend der einzelnen Tage vergorenen 
Ameisensaure. 


Innerhalb des sind vergoren HCOOH 
Tabelle Nr. 25 26 27 28 
1. Tages + 33 + 44 + 29 -++- 30 
2. >» 131 162 175 158 
3. > 196 158 135 180 
4. > 94 62 49 11 
5. > 23 60 


Auch hier findet man wieder, ebenso wie bei 17°, dab 
Bouillonsorten verschiedener Darstellung gut tibereinstimmende 
Resultate geben kiénnen, daf} sie also den Bakterien identische 
Lebensbedingungen bieten kénnen, denn die beiden Gruppen 
von Versuchsreihen wurden mit einem Zeitunterschied von 
3 Wochen angesetzt. — Wéahrend bei 17° nur eine Zahl aus 
den iibrigen herausfiel, haben wir hier 4 Zahlen, welche nicht 
in die Reihen hereinpassen. Diese Abweichungen lassen sich 
nur auf eine Verschiedenartigkeit der Luftzufiihrung zuriick- 
fiihren. Diese Unregelmafigkeit wird man auch bet 
der Durchsicht der makroskopischen Erscheinungen finden. 

Nach 5 Tagen sind 0,0402 g = 8,70°/o Ameisensaure 
vergoren. Die gréfte Géarungsintensitét liegt innerhalb des 
3. Tages; an diesem Tage werden 0,0167 g == 3,65°/o Ameisen- 
siure vergoren; die Gdrungsintensitét innerhalb dieses Tages 
ist aber nicht viel gr6Ber als innerhalb des 2. Tages; innerhalb 
dieses Tages werden 0,0160 g = 3,39°/o Ameisensaure vergoren. 

Da die Unterschiede so gering sind, kann man wohl 
sagen, daf die Girungsintensitiéten an diesen Tagen dieselben 
sind. Nach dem 2. und 3. Tage fallt die Gaérungsintensitat all- 
mahlich ab, hat aber nach 5 Tagen noch nicht ihr Ende erreicht. 
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Merkwiirdig ist auch hier wieder, ebenso wie bei 17°, 


zuniichst Bildung von Ameisensaure eintritt, 


ZerstOrung eintritt. 
Innerhalb 
Ameisensiure gebildet. 


des 


3. 27°. 


Tabelle Nr. 29. 


0,4602 g Ameisensiiure als Natriumformiat bei 27°. 


1. Tages werden 0,0037 g = 


bevor die 


0,73 °/o 


Bakterium: Bac. K. G. A. 
Zeit | ‘noch vor- noch vor vergoren | vergoren 
Kolben Kalomel | handene handene | HCOOH 
Nv. HCOOH HCOOH | 
Tagen | 
g g | | g 
46182 0.4513 98,07 0,0089 1.93 
2 3 43678  0,4268 | 92,75 | 0,0334 | 7,25 
3 5 0.4080 88,65 00522 11,35 
5 y 38746 0,3787 82,28 | 0.0815 17,72 
Tabelle Nr. 30. 
0.4602 g Ameisensiure als Natriumformiat bei 27°. 
Bakterium: Bac. K.G. A. 
Zeit | vor- | vergoren | vergoren 
Kolben Kalomel | handene handene | HCOOH | HCOOH 
Nr. HCOOH | HCOOH | 
Tagen | | 
| | | 
2 4,6256 0.4530 «98,44 0,0072 1,56 
2 4.3532 00348 7,56 
3 6 4,1682  0,4074 88,51 11,49 
4 8 3.9952 03904 848% 0,0698 15,16 
5 10 3.8962  0,3808 82,74 0.0794 17,26 


| 


Die Neutralisation der Nahrbouillon wurde mit Hilfe von Phenol- 
phthalein als Indikator durchgefithrt: die Kolben wurden nach Methode 2 


geimpft. 
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Makroskopische Erscheinungen. 


Nach 1 Tag: Starke Triibung, keine Haut, kein Farbstoff, kein 
Bodensatz; Kolben sehen gleichmafig aus. 

Nach 2 Tagen: Starke Triibung, keine Haut, kein Farbstoff, kein 
Bodensatz; Kolben sehen gleichmaBig aus. 

Nach3 Tagen: Sehr starke Triibung, schwache zusammenhingende 
Haut; die ganze Flissigkeit rétlich gefarbt, Kolben 7 ebenfalls, aber be- 
deutend weniger intensiv, in Kolben 10 ist die Fliissigkeit griinlich ge- 
farbt, die Haut auf diesem Kolben scheint ebenfalls griinlich zu sein; 
die Fliissigkeit in Kolben 8 ist ebenfalls griinlich, aber nicht so intensiv 
wie in Kolben 10: kein Bodensatz; Kolben sehen ungleichmiifig aus. 

Nach 4 Tagen: Sehr starke Triibung, glatte zusammenhiangende 
Haut, Kolben 10 ist am starksten getriibt, in Kolben 9 ist die Fliissigkeit 
rotlich gefarbt, aber nicht mehr so intensiv wie am Tage vorher, die 
Haut auf diesem Kolben ist griinlich; in Kolben 7 ist die rétliche Farbe 
der Fliissigkeit auch verblafit und ist fast griinlich geworden; die Fliis- 
sigkeit in Kolben 10 ist griinlich gefairbt, in Kolben 8 ebenfalls, aber 
nicht so intensiv wie in Kolben 10; kein Bodensatz; Kolben sehen un- 
vieichmafig aus. 

Nach 5 Tagen: In Kolben 9 ist die Fliissigkeit rétlich gefarbt, 
starke griinliche Haut, nicht so stark getriibt wie Kolben LO, wenig Boden- 
satz; Kolben 10 sehr starke Tritbung, keine Haut, Fliissigkeit griinlich 
gefarbt, ziemlich viel Bodensatz; Kolben sehen ungleichmafiig aus. 


Tabelle Nr. 31. 


0,4602 g Ameisensdure als Natriumformiat bei 27°. 
Bakterium: Bac. prodigiosus K. G. A. 


noch vor- noch vor- 


Zeit | vergoren 
Nr. HCOOH | HcooH | HCOOH | HCOOH 

lagen | | 
| 
4,6084 04504 97,86 0,0098 14 
2 | 38 4,3708 | 0,4271 | 9282 | 00331 | 7,18 
3 | 41356 —-0,4042 87,82 0,0560 12,18 
4 | 7 3,9922 | 0,3901 84,78 | 0,0701 15,22 
| 38950  0,8807 82,71 


| 
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Tabelle Nr. 32. 


0,4602 g Ameisensiure als Natriumformiat bei 27°. 
Bakterium: Bac. prodigiosus K. G. A. 


| | vor-, noch vor- 
| Kolben | Kalomel | handene | handene 
HCOOH | HCOOH | 
Tagen | 
1 | 2 | 4,6344 | 0,4529 | 98,42 | 0,0073 1,58 
& | 436384 0,4264 | 92,66 | 0,0338 7,34 
3 6 33,9934 | 03903 | 84,80 | 0,0699 15,20 
4 8 84,62 -0,0708 | 15,38 
| 10 | 38,8812 0,3793 | 8242 0,0809 17,58 
| 


Die Neutralisation der Nihrbouillon wurde mit Hilfe von Phenol- 
phthalein als Indikator durchgefiihrt; die Kolben wurden nach Methode 2 
geimpft. 

Makroskopische Erscheinungen. 

Nach 1 Tag: Starke Triibung, farblose, nicht zusammenhangende 
Haut, kein Farbstoff, kein Bodensatz; Kolben sehen gleichmafig aus. 

Nach 2 Tagen: Starke Triibung, farblose, nicht zusammenhiangende 
Haut, kein Farbstoff, kein Bodensatz: Kolben sehen gleichmafig aus. 

Nach 8 Tagen: Starke Triibung, Haut zum Teil zu Boden ge- 
sunken; in Kolben 7 und 10 ist die Haut teilweise rot gefarbt; die Flissig- 
keit ist in diesen beiden Kolben roétlich gefarbt; in Kolben 8 und 9 kein 
Farbstoff, etwas Bodensatz; Kolben sehen ungleichmaéfig aus. 

Nach 4 Tagen: Sehr starke Triibung; auf Kolben 9 keine Haut, 
kein Farbstoff, etwas Bodensatz; auf Kolben 10 etwas nicht zusammen- 
hangende ziegelrote Haut, die Fliissigkeit ist rot gefarbt, ziemlich viel 
Bodensatz; Kolben sehen ungleichmifhig aus. 

Nach 5 Tagen: Wie am Tage vorher. 

Versuchsreihen 31, 32, welche gleichzeitig angestellt wurden, wurden 
3 Wochen spiter als Versuchsreihen 29, 30, welche ebenfalls gleichzeitig 
angestellt wurden, durchgefiihrt. 


Vergleich der gefundenen relativen Werte. 


Tabelle Nr. 29 30 31 32 
1. Tag 1,93 1,56 214 1,58 
2» 7,25 7,56 7,18 7,34 
11,35 11,49 12,18 15,20 
15,16 15,22 15,38 
5 17,72 17,26 17,29 17,58 
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Mittlere Tabelle. 


1. Tag 1,80 

2. » 7,33 

3 12,56 

4.» 15,25 

5.» 17,46 

Abweichungen der gefundenen von den mittleren Werten. 
Tabelle Nr. 29 30 31 32 

1. Tag +- 0,13 — 0,24 + 0,34 — 0,22 
2. > — 0,08 + 0,23 — 0,15 +- 0,01 
3.» — 1,21 — 1,07 — 0,38 -+- 2,64 
4, — — 0,09 — 0,03 -}+- 0,13 
5. +- 0,26 — 0,20 — 0,17 -+- 0,12 


Die Abweichungen der einzelnen gefundenen Zahlen von den mitt- 
leren Werten sind, abgesehen von den Zahlen des 3. Tages, nicht gréfer 
als + 0,34°/o und — 0,24. Wird die Zahl 15,20 des 3. Tages, welche 
vollkommen aus den Rahmen der anderen 3 erhaltenen Werte herausfiallt, 


ausgemerzt, so wird folgende mittlere Tabelle erhalten. 
Korrigierte mittlere Tabelle. 


1. Tag 1,80 
2. » 7,33 
> 11,67 
4, >» 15,25 
5.» 17,46 


Abweichungen der gefundenen von den korrigierten 
mittleren Werten. 


Tabelle Nr. 29 30 BL BP 
1. Tag +013 —02% +034 
2. > — 008 +023 —015- 0,01 
8. » — 032 —O018 353 
5. > +038 —-@17 +68 


Abgesehen von der eingerahmten Zahl -+- 3,53, welche dem ausge- 
merzten Wert zukomint, sind die Abweichungen von den korrigierten mittleren 
Werten recht klein; sie schwanken zwischen -+- 0,51°/o und — 0,32 %o. 

Menge der wahrend der einzelnen Tage vergorenen 

Ameisensdure. 
(Berechnet aus der korrigierten mittleren Tabelle.) 
Innerhalb des sind vergoren HCOOH 


1. Tages 1,80 
5,53 
3. 4,34 
4, 4,58 


» 2,21 


4 
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Menge der wabrend der einzelnen Tage vergorenen 


Ameisensaure. 
Innerhalb des sind vergoren HCOOH 
1. Tages 1,93 1,56 2,14 1,58 
2. » 5,32 6,00 5,04 4,76 
3. 4,10 3,93 5,00 7,86 
4, 3,67 3,04 0,18 
2,10 2,07 2,20 
Vergleich der gefundenen absoluten Werte. 
1. Tag 89 72 98 73 
2. > 334 348 331 338 
3. 522 528 560 699 
4, 698 701 708 
a 815 794 795 809 
Mittlere Tabelle. 
1. Tag 83 
2. >» 338 
3.» 577 
4, 702 
5. 803 
Abweichungen der gefundenen von den mittleren Werten. 
___Tabelle Nr. BL 32 
1. Tag + 6 -- il +- 15 — 10 
2. » — 4 + 10 — 7 + *§ 
— 565 — 49 — 17 + 122 
4. » — 4 — 1 + 6 
5. + 12 — 9 — 8 + 6 


Die Abweichungen der einzelnen gefundenen Zahlen von den 
mittleren Werten sind, abgesehen von den Zahlen des 3. Tages, nicht 
grofer als +- 0,0015 g und — 0,0011 g. Wird die Zahl des 3. Tages 
699, welche auch bei den relativen Werten nicht beriicksichtigt wurde, 
ausgemerzt, so ergibt sich folgende korrigierte mittlere Tabelle. 


Korrigierte mittlere Tabelle. 


1. Tag 83 
338 
3. 537 
702 
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Abweichungen der gefundenen von den korrigierten 
mittleren Werten. 


Tabelle Nr, 30 32 
1. Tag we +15 
2, +10 + 0 
3. > ~~ + 23 + 162° 
+12 9 4.6 


Abgesehen von der eingerahmten Zahl von 0,0162 ¢, welche dem 
ausgemerzten Wert zukommt, sind die Abweichungen von den korrigierten 
mittleren Werten sehr klein, sie liegen meist innerhalb der Versuchs- 
fehler; die Differenzen schwanken zwischen den Werten ++ 0,0023 ¢ 
und — 0,0015 g. 

Menge der wahrend der einzelnen Tage vergorenen 


Ameisensiiure. 
Innerhalb des sind vergoren HCOOH 
1. Tages 83 
2. » 25d 
199 
> 165 
d. 101 


Menge der wahrend der einzelnen Tage vergorenen 
Ameisensiure. 


Innerhalb des sind vergoren HCOOH 
Tabelle Nr. 29 30 31 32 
1. Tages 89 72 98 73 
ae 245 276 233 . 265 
3.» 188 180 229 361 
4. 170 141 9 


Auch tiber diese Versuchsreihen lift sich wieder das- 
selbe sagen, was schon bei den Versuchsreihen 17° und 21° 
gesagt worden ist, dafi naémlich Bouillonsorten verschiedener 
Darstellung identisch sein kOnnen. Auch das Herausfallen der 
Zahlen des 5. Tages 12,18 und 15,20 JaBt sich nur auf eine 
UngleichmaBigkeit der Luftzufiihrung zuriickfiihren. Betrachtet 
man die makroskopischen Erscheinungen, so wird man finden, 
dah sich hier gewisse Unregelmiifigkeiten zeigen; diese Un- 
regelmabigkeiten lassen sich aber kaum mit den kleinen Un- 
regelmaBigkeiten der Zahlenreihen in Beziehung bringen. 
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Nach 5 Tagen sind 0,0803 = 17,46°/o der vorhandenen 
Ameisenséure vergoren. Die groBte Géarungsintensitat liegt 
innerhalb des 2. Tages; innerhalb dieses Tages werden 0,0255 g 
= 5,53°/o Ameisenséure vergoren. Nach diesem Tage fiallt 
die Garungsintensitat allmahlich ab, hat aber nach dem 5. Tage 


noch nicht ihr Ende erreicht. 


Vergleich der bei den verschiedenen Temperaturen 
erhaltenen Zahlen. 


Zuniichst fillt auf, daB, je niedriger die Temperatur ist, 
desto mehr Ameisensiiure am 1. Tage gebildet wird. Bei 17° 
wird am 1. Tage 0,0096 g, bei 21° 0,0037g Ameisensaure ge- 
bildet, wihrend bei 27° an diesem Tage keine Ameisenséure 
gebildet, sondern 0,0083 g zerstért wird. Das Maximum der 
Garungsintensitiit liegt bei 17° innerhalb des 2. Tages, bei 21° 
innerhalb des 2. und 3. Tages und bei 27 ° innerhalb des 2. Tages. 

Nach 5 Tagen sind vergoren 

bei 17° 0,0322 g 6,99°/o Ameisenséure 
21° 0,0402 g 8,70 » » 
» 27° 0,0803 g 17,46 » > 

Bei 21° wird mehr Ameisensaure vergoren, als bei 17°, 
und bei 27° mehr als bei 21°. Die Differenz zwischen 17° 
und 21° betrigt O,OO80 g = 1,71°/o, zwischen 21° und 27° 
0,0401 g = 8,76°o. Der Sprung von 17° auf 21° (Unter- 
schied 4°) ist bedeutend kleiner als der zwischen 21° und 27° 
(Unterschied 6°). 


Vergleich von Bac. prodigiosus Kral mit Bac. 
prodigiosus K.G.A. 


Nach 5 Tagen sind vergoren 


Kral K.G.A. 
17°. 
0,1691 g 36,75 0 0,0322 g = 6,99°%o 
21°. 
0,2499 g == 53,21 » 0,0402 g = 8,70» 
27°. 
0.1531 g = 33,26 » 0,0803 g = 17,46 » 


Wihrend bei Bac. prodigiosus K.G.A. die Menge der ver- 
gorenen Ameisensdiure mit der Temperatur steigt, steigt bei 
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Bae. prodigiosus Kral zunichst mit der Temperatur auch die 
Menge der vergorenen Ameisensiiure, um dann aber wieder 
abzufallen. Im allgemeinen wird von Bac. prodigiosus Kral 
viel mehr Ameisenséiure vergoren als von Bac. prodigiosus 
K.G.A. Diese gewaltigen Unterschiede in der Menge der ver- 
gorenen Ameisensiiure machen sich auch in den makrosko- 
pischen Erscheinungen bemerkbar. 

Der tiefgreifendste Unterschied zwischen Prodigiosus K ral 
und Prodigiosus K.G.A. besteht darin, dab letzterer zuniichst 
recht betrachtliche Mengen Ameisenséure bildet und erst dann 
mit ihrer Zerstérung beginnt. Schon Scheurlen!) hat bei 
dem von ihm untersuchten Prodigiosus die Bildung von Ameisen- 
siiure nachweisen kénnen. Ca. 50 Prodigiosuskartoffelkulturen 
wurden in Wasser aufgeschwemmt, mit Schwefelsiiure ange- 
sduert, filtriert und destilliert. Das deutlich saure Destillat 
wurde durch seine Fiihigkeit, Silbernitrat zu reduzieren, als 
Ameisensiiure erkannt. Ubrigens liegen eine ganze Reihe von 
Beobachtungen tiber die Bildung von Ameisensiure durch Bak- 
terien vor. Ich habe die vorliegenden Beobachtungen aus O. 
Emmerling »Die Zersetzung stickstofffreier organischer Sub- 
stanzen durch Bakterien», Braunschweig 1902, zusammengestellt. 

E. Kayser?): Verschiedene Milchsdurebakterien (B. 
Bischleri, B. aérogenes, B. Freudenreichii, ein Bacillus 
aus Roggeninfus, zwei aus Brennereimaische, einer aus Sauer- 
kraut, zwel aus belgischem Bier, einer, welcher die Euterent- 
ziindung der Kuh hervorruft) bilden Kohlendioxyd, Essigsiure, 
Ameisensdure, Aceton und Alkohol. A. Harden): Bak- 
terium Coli liefert bei der Vergaérung verschiedener Kohlen- 
hydrate neben Milchsiiure Gasarten, Alkohol, Bernsteinsaure, 
Essigséure, Ameisensiure. 

Brieger*) — Frankland, Stanley und Frew*) — 
Grimert®) Pneumoniekokken bilden in Traubenzuckerlésungen 


') Arch. Hyg., Bd. XXVI (1896), S. 28. 

*) Ann. Pasteur, Bd. VIII (1894), S. 779. 
*) Journ. Chem. Soc., Mai 1901. 

4) Diese Zeitschrift, Bd. VIII, S. 310. 

5) Journ. Chem. Soc., Bd. LIX, 8. 253. 

‘) Ann. Pasteur. Bd. IX, S. 840. 
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Kohlensaure, Essigsiure, Ameisensdéure, Alkohol und Bern- 
steinsdure, Milchsaure. 

Brieger'): Bakterium coli liefert in Milchzuckerlésungen 
bei Zusatz von Pepton Essigsiure, Ameisensiiure, Milchsaure. 

Dzierzgowski?): Diphteriebazillen erzeugen aus Glukose 
Milchsiure, Ameisensdure und Bernsteinsaure. 

Kerry und Frankel*): Bacillus oedematis maligni bildet 
aus Stirke Alkohol, Ameisensa&ure und Milchsaure. 

Wood und Wilcox): Bakterium furfuris bildet aus den 
Kohlenhydraten der Kleie Milchséure, Ameisensdure, Essig- 
siure und Buttersaure. 

O. Neumann®) — Henneberg’®): Saccharobacillus pasto- 
rianus Varietit berolinensis gibt in Maische und Wiirze Alkohol, 
Essigsiure, Ameisensdure und Kohlensdaure. 

Rensch’): Glycerin wird durch eta Bakterium von halb- 
mondformiger Gestalt zu Athylenglykol und Ameisensiure 
vergoren. 

Fitz*): Glycerinsaurer Kalk wird durch einen Micro- 
coccus aus Kuhdtinger zu Alkohol, Essigséure und Ameisen- 
saure vergoren. 

Frankland und Frew’): Mannit wird durch den Ba- 
cillus ethacetosuccinicus zu Alkohol, Ameisensaure, Kssig- 
sdure, Bernsteindéiure, Kohlenséure und Wasserstoff vergoren. 
Bacillus ethaceticus liefert aus Mannit Kohlenséure, Wasser- 
stoff, Ameisenséure und Essigsiiure. Mannit liefert mit Kuh- 
exkrementen infiziert in gewissen Fallen Athylalkohol, Essig- 
siure, Ameisensaéure und etwas Bernsteinsaure. 

Patrouillard'’): Essigsaure Magnesia zersetzt sich an 


') Diese Zeitschrift, Bd. 352. 

*) Chem, Zentralblatt 1892 II, S. 928. 

*) Monatshefte f. Chemie, Bd. XII, S. 380. 

*) Journ. Chem. Ind., Bd. XII, S. 422; Bd. XVI, 8. 512. 
*) Wochenschrift f. Brauereien, Bd. XVII, S. 608. 

*) Wochenschrift f. Brauereien 1901, Nr. 30. 

7) Pharm. Ztg., Bd. XXXIX, S. 864. 

*) Ber. 1879, S. 474. 

*) Chem. News., Bd. LXV, S. 82. 

©) Comptes rend., Bd. LXXXIV, S. 553. 
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der Luft in Kohlensaéure, Ameisensdure und vielleicht Methyl- 
alkohol. 

K6nig!): Bacterium Termo (?) zersetzt weinsauren Kalk 
in Ameisensaure, Essigséure, Propionsaéure und Kohlensaure. 

Béchamp®*): Calciumoxalat wird durch ein unbekanntes 
Ferment in Ameisenséure verwandelt. 

Frankland und Frew’): Bacillus ethaceticus verwandelt 
glycerinsauren Kalk in Alkohol, Essigsiiure und kleine Mengen 
Ameisensiure und Bernsteinsaure. 

Frankland und Me. Gregor‘): Arabinose wird durch 
den Bacillus ethaceticus zu Essigsiiure, Kohlensiiure, Wasser- 
stoff und einer Spur Bernsteinsiiure vergoren: bei Sauerstoff- 
mangel tritt viel Ameisensdure auf. 

Teixeira-Mendés*): Gewisse Bakterien der Abfluf- 
wasser von Zuckerfabriken vergiiren Rohrzucker zu Essigsaure, 
Ameisensiiure, Alkohol und Bernsteinsaure. 

Walther Brasch®): Asparaginséure gibt beim Abbau 
durch Bac. putrificus Ameisensiure; ebenso Serin beim Ab- 
bau durch FaulnislOsung und durch Bac. putrificus. 


') Ber. 1881, S. 211. 

*) Comptes rend., Bd. LXX, 8. 999. 

3) Transact Royal Soc. 1891. 

*) Chem. News., Bd. LXVI, 8. 33. 

5) Neue Zeitschrift Z., Bd. XIV, S. 218. 

*) Biochem. Zeitschrift, Bd. XXII (1909). S. 403. 
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Die Bildung des Kreatins im Muskel beim Tonus und 
bei der Starre. 
Von 


C. A. Pekelharing und C. J. C. van Hoogenhuyze. 


(Der Redaktion zugegangen am 23. Dezember 1909.) 


Die Untersuchungen der letzten Jahre haben zu der An- 
nahme gefiihrt, daB beim Eiweifverbrauch in den Geweben 
der Wirbeltiere Kreatin entsteht und daf dieser Koérper zum 
Teil unter Oxydation zersetzt, zum Teil, besonders in der Leber, 
in das Anhydrid, Kreatinin, umgesetzt wird; das in dieser Weise 
gebildete Kreatinin wtirde dann zum groéften Teil von den 
Nieren aus dem Ko6rper entfernt werden.) 

Man wird, falls diese Annahme richtig ist, wohl annehmen 
miissen, dafi das von den Nieren ausgeschiedene Kreatinin zu 
einem betrichtlichen Teil vom Kreatin der Muskeln herstammt, 
nicht nur weil die Muskeln reicher als andere Organe wie Ge- 
hirn, Leber, Nieren, Testes an Kreatin sind — es koénnte sein, 
dali im Muskelgewebe fiir eine weitere Zersetzung die Um- 
stiinde weniger giinstig wiiren?) —, sondern auch weil eben 
die Muskeln einen so grofen Teil des K6rpereiweifbes enthalten. 
Indessen wird der Verbrauch von Eiweif bei guter Ernahrung 
von der Muskelarbeit nicht erhOht und dabei wird auch keine 
Erhéhung der Kreatininabscheidung mittels der Nieren wahr- 


genommen. *) 


‘) Kine Ubersicht von den Untersuchungen, aus welchen diese 
Auffassung sich ergeben hat, findet man im Zentralblatt fiir die gesamte 


Physiologie und Pathologie des Stoffwechsels, 1909, Nr. 8. 
*) Gottlieb und Stangassinger, Diese Zeitschrift, Bd. LI, S. 39. 
®) Van Hoogenhuyze u. Verploegh, Diese Zeitschrift, Bd. XLVI, 


S. 415. 
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Es liegen aber Beobachtungen vor, welche darauf hin- 
zuweisen scheinen, dafi die Kreatininausscheidung mit einer 
anderen Erscheinung als der gewohnlichen Muskelkontraktion, 
und zwar mit dem Muskeltonus zusammenhingen wiirde. 

Van Hoogenhuyze und Verploegh fanden die Aus- 
scheidung wahrend der Nacht geringer als wahrend des Tages, 
weiter fanden sie auffallend wenig Kreatinin im Harn von alten 
Menschen und bei Patienten, bei welchen ein Teil der Muskeln 
gelahmt waren, beim Fieber dagegen wurde der Kreatiningehalt 
des Harns erhoht gefunden. 

Daf wirklich die Muskelverkiirzung beim Tonus auf andere 
Weise als bei der soviel mehr studierten schnellen Kontraktion 
zustande kommt, und dab, wenn auf einen einzelnen Reiz eine 
langsame Kontraktion folgt, beide Arten der Verkiirzung zu- 
sammenwirken, ist sehr wahrscheinlich gemacht. 

Schon vor mehr als 20 Jahren wurde von Griitzner’) ange- 
nommen, daf} die lange dauernde Kontraktion von einer anderen 
Art von Muskelfasern als von denjenigen, welche die schnelle 
Zuckung verursachen, zustande kommen wiirde. Die Muskel- 
fasern der ersten Art wiirden vom Typus der roten, die der 
zweiten Art vom Typus der weifien Muskeln sein. Spiter ist 
von anderen, besonders von Bottazzi,*) die Meinung vertei- 
digt, dai die zweierlei Kontraktionen von zwei verschiedenen 
Bestandteilen derselben Muskelfaser, die sclinelle von den 
doppeltbrechenden Fibrillen, die langsame vom Sarkoplasma aus- 
geftihrt werden. Mosso*) konnte sich mit dieser Ansicht nicht 
vereinigen und wies auf die von Bremer, von Grabower 
und von Perroncito beschriebene doppelte Innervation der 
Muskelfasern, die in jiingster Zeit durch die Untersuchungen 
Boekes*) von neuem hervorgehoben ist, hin. 

«Il y a probablement», so schlieft er, «dans la structure 
du muscle, une substance contractile qui réagit & deux exci- 


1) Pfliigers Archiv, Bd. XLI, S. 280. 

*) Journ. of Physiol., Bd. XXI, S. 1. — Archiv f. Physiol., 1901, 
>. 377. — Archives Ital. de Biol., Bd. XLII, S. 169. 

*) Archives Ital. de Biol., Bd. XLI, S. 183. 

*) Anat. Anzeiger, Bd. XXXIV, S. 193. 
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tations dont lune vient des fibres myéliniques et l’autre des 
fibres du sympathique. » 

Wie man indessen die Sache auch betrachtet, jedenfalls 
ist man zu der Annahme berechtigt, dab die zweierlei Kon- 
traktionen mit zwei verschiedenen chemischen Prozessen ge- 
paart verlaufen. Weil bei der gewOhnlichen Muskelarbeit, die 
der Hauptsache nach auf schnellen und tetanischen Kontrak- 
tionen beruht, keine Vermehrung im Eiweifverbrauch und in 
der Ausscheidung von Kreatinin gefunden worden war, k6nnte 
man fragen, ob vielleicht bei der tonischen Kontraktion die 
Bildung von Kreatin in den Muskeln nachgewiesen werden 
konnte. 

Schon von Weber!) wurde fiir das nach der Langen- 
dorffschen Methode behandelte, in der Ringer schen Fliissigkeit 
pulsierende Herz gefunden, daS unter bestimmten Umstanden 
die Muskeln bei der Kontraktion mehr Kreatin als sonst an 
das Blut abgeben. Auch fand er betriichtliche Erhéhung der 
Kreatininausscheidung bei einem Hunde, nachdem durch Cin- 
choninvergiftung heftige Krimpfe beim ‘Tier erweckt waren. 
Nicht nur in letzterem Falle, in welchem das Tier wahrend tber 
eine Stunde «in schweren tonischen und klonischen Kraémpfen» 
verharrte, aber auch fiir das aus dem Korper herausgenom- 
mene Herz darf man annehmen, dai der Tonus eine Rolle 
gespielt hat. 

lm aber mit mehr Sicherheit die Sache beurteilen zu 
kénnen, haben wir den Kreatingehalt von Muskeln untersucht 
und zwar unter Verhiltnissen, die soviel wie méglich den Ein- 
fluB, sei es von tonischen sei es von schnellen Kontraktionen, 
beurteilen liefen. 

Zur Bestimmung des Kreatins wurde dieses in Kreatinin 
umgewandelt. Wir arbeiteten in folgender Weise: die soviel 
wie moglich vom Fett und vom Bindegewebe befreiten Muskeln 
wurden zerschnitten, in 1°/oige Salzsiure gebracht, gewogen 
und unter méglichster Vermeidung von Eindampfen im Wasser- 
bade gekocht. Fiir Saéugetiermuskeln war 5-, fiir Froschmuskeln 


') Archiv f. exp. Path. u. Pharm., Bd. LVIII, S. 93. 


Sia? 
“a 
4 
* 
hick 
j 
: 
q 
4 
3 
5 
4 4 


Die Bildung des Kreatins im Muskel beim Tonus und bei der Starre. 265 


4stiindiges Kochen zum volligen Zerfall des Gewebes geniigend, 
so daB man mit Sicherheit annehmen konnte, daf alles Kreatin 
sich in der Lésung befand. Die triibe Fliissigkeit wurde sodann 
mittels Kochen unter Neutralisation von Eiweif befreit, nach 
Abktihlung wurde auf ein bestimmtes Volumen verdiinnt und 
filtriert. Vom Filtrat wurde ein gemessener Teil so weit ein- 
geengt, daB der Kreatingehalt annahernd 0,1°/o geachtet werden 
konnte. In dieser Fliissigkeit wurde dann die Bestimmung so 
ausgeftihrt, daf zwei Portionen von je 10 ccm mit je 20 cem 
normaler Salzsiure vermischt und eine halbe Stunde im Auto- 
klaven auf 115° C. erhitzt wurden; dadurch wird Kreatin quan- 
titativ in Kreatinin umgesetzt. Nach Abkiihlung und Neutrali- 
sation wurde von jeder Portion der Kreatiningehalt auf die 
friher beschriebene Weise!) bestimmt. Von jeder Portion 
wurden 5 Ablesungen gemacht; im ganzen wurden also 10 Ab- 
lesungen erhalten. Die Differenzen in den verschiedenen Ab- 
lesungen waren dabei niemals grofer als 0,1 mm. Der Mittel- 
wert wurde fiir die Berechnung gebraucht. 

Zuerst haben wir einige Versuche iiber Erniedrigung des 
Kreatingehalts von Muskeln mit infolge von Nervendurchschnei- 
dung aufgehobenem Tonus mitzuteilen. Anfangs erhielten wir 
bei der Untersuchung der Muskeln der hinteren Extremitiiten 
von Kaninchen und von einem jungen Hunde, nach einseitiger 
Durchschneidung des nervus ischiadicus, sehr unregelmabige 
Resultate. Es wurde abwechselnd in den Muskeln der geliihmten 
Extremitiéit mehr oder weniger Kreatin als in denjenigen der 
normalen Seite gefunden. 

Die Ursache dieser Unregelmafigkeit war darin gelegen, 
dai wir nicht gleichnamige Muskeln miteinander verglichen. 
Besonders beim Kaninchen ist der Unterschied im Kreatingehalt 
der weiBen und roten Muskeln ziemlich betrachtlich. 

Wir untersuchten den Gastrocnemius und die roten Muskeln, 
soleus, semitendinosus und semimembranosus derselben Pfote, 
und fanden bei 10 Kaninchen folgende Kreatinmengen, berechnet 
in Milligrammen Kreatinin pro 1 g Muskel: 

') Diese Zeitschrift, Bd. XLVI, S. 415. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXIV. 18 
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| Weifer Muskel | Roter Muskel -Weifer Muskel | Roter Muskel 
| | | 

| 


4,708 | 2,894 VI 4,744 3,200 
4,983 2,820 Vil 4,987 3,280 
BA76 784 VI 4,893 2 9465 
IV 4012 3,018 IX | 4,069 | 2.961 


4188 3140 4573 | 2,706 


Nachdem dieser Fehler vermieden wurde, zeigte sich der 
Kinflu{ von Ischiadicusdurchschneidung deutlich. Bei drei Ka- 
ninchen haben wir dann mit Beriicksichtigung von diesem Fehler- 
grunde den Versuch wiederholt, indem drei Tage nach Durch- 
schneidung des nervus ischiadicus das Tier getitet und der 
Gastrocnemius der gelaéhmten und der nicht gelaihmten Seite 
untersucht wurde. Wir lassen die Versuchsergebnisse hier folgen. 


|. Nicht gelihmter Muskel, 8,930 g. Nach Kochen 
und Neutralisation zu 100 cem gebracht, 75 ccm des Filtrates 
bis zu 35 ecm eingeengt. Die Messung im Kolorimeter ergab 
9 mm, also auf 1 g Muskel 4,703 mg Kreatinin. 

Gelihmter Muskel, 8,025 g, 100 ccm, 75 ccm eingeengt 
bis zu 30 ccm. 

Ablesung 9,54 mm, also auf 1 g Muskel 4,232 mg Kreatinin. 

Il. Nicht gelahmter Muskel 8,700 g, 100 ccm, 80 ccm 
eingeengt bis zu 25 ccm. 

Ablesung 6,54 mm, also auf 1g Muskel 4,448 mg Kreatinin. 

Gelihmter Muskel 8,450 g, 125 ccm, 100 ccm eingeengt 
bis zu 30 ccm. 

Ablesung 8,38 mm, also auf 1 g Muskel 4,289 mg Kreatinin. 

lll. Nicht gelahmter Muskel 9,855 g, 100 cem, 75 ccm 
eingeengt bis zu 30 ccm. 

Ablesung 6,6 mm, also auf 1 g Muskel 4,983 mg Kreatinin. 

Gelihmter Muskel 8,915 g, 100 ccm, 75 ccm eingeengt 
bis zu 30 ecm. 

Ablesung 9,06 mm, also auf 1 g Muskel 4,013 mg Kreatinin. 

Folgende Tabelle gibt eine Ubersicht der Resultate: 
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Milligramme Kreatinin pro Gramm Muskel. 
| 


Verlust nach Nerven- 


| Nicht gelihmt | Gelahmt 
| | durchschneidung 
| 
| | 
I | 4,708 4,232 0,471 
4448 0,159 
| 


Ill | 4,983 | 4,013 0.970 


Wiewohl die gefundenen Differenzen zweifellos weit tiber 
die Grenzen der Beobachtungsfehler hinaus liegen, haben wir 
doch die Versuche in dieser Richtung nicht fortgesetzt, und 
zwar weil zu wenig mit Gewibheit tiber den Einflu8 des Tonus 
daraus zu schliefen ist. Zwar unterscheiden sich die Muskeln 
der durch Ischiadicusdurchschneidung gelahmten Seite von den- 
jenigen der anderen Seite durch den Tonusverlust, aber es 
gibt, wie von Weber, der bei einem Hunde nach Ischiadicus- 
durchschneidung ebenso den Kreatingehalt der Muskeln der 
gelahmten Seite kleiner als in den der normalen Seite fand, 
schon bemerkt wurde, auch weitere vielleicht nicht zu vernach- 
lassigende Unterschiede. Nicht st6rend werden die willkiir- 
lichen Bewegungen des normalen Beines sein, darf man doch 
annehmen, dafi dabei kein Kreatin gebildet wird. Aber die 
Muskeln der gelaihmten Seite degenerieren. Zwar wurden 
von uns die Tiere schon drei Tage nach der Nervendurch- 
schneidung getétet, aber doch zeigte der geliihmte Gastro- 
cnemius ein geringeres Gewicht als der normale. Wie es nun 
aber in Muskeln im Degenerationszustande nicht nur mit der 
Bildung, sondern auch mit der Zersetzung des Kreatins steht, liegt 
vollig im Dunkeln. Eine weitere nicht weniger belangreiche 
Sache ist vielleicht die Verainderung des Blutstromes nach 
Nervendurchschneidung, wodurch der Kreatintransport aus den 
Muskeln in garnicht zu iibersehender Weise geiéndert wer- 
den kann. 

Wir glaubten schon wegen dieser Schwierigkeiten auf die 
Untersuchung des Einflusses des Muskeltonus bei warmbliitigen 
Tieren ganz verzichten zu miissen und die Untersuchung nur 
bei kaltbliitigen Vertebraten ausfiihren zu kénnen, bei welchen 
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letzteren ohne St6rung die Zirkulation ausgeschlossen werden 
kann (in Muskeln von Nichtvertebraten ist kein Kreatin ge- 
funden, diese sind also fiir den vorliegenden Zweck nicht zu 
verwenden), als Herr Professor R. Magnus uns auf eine Me- 
thode aufmerksam machte, die Muskeln der einen KOrperhiilfte 
in kraftigen Tonus zu versetzen, indem die gleichnamigen 
Muskeln der anderen Seite, ohne Stérung in der Wirkung der 
motorischen Nerven und des Blutstromes, erschlafft bleiben. 
Sherrington’) fand, daf bei in tiefe Narkose gebrachten 
Affen, Hunden, Katzen, Kaninchen oder Meerschweinchen Durch- 
schneidung des Gehirnstammes in der Gegend der hinteren 
corpora quadrigemina nach kurzer Zeit die sogenannte «[nt- 
hirnungsstarre» (decerebrate rigidity) hervorruft, eine dauernde 
tonische Verkiirzung bestimmter Muskelgruppen, unter denen 
die Streckmuskeln der GliedmaBen, sowie die Heber von Kopf 
und Nacken besonders betroffen werden. Dieser Zustand ist 
abhiingig von sensibeln Impulsen, welche in den_befallenen 
Koérperteilen selbst entstehen und auf dem Wege der afferenten 
Nerven dem Riickenmarke zustr6men. Daher tritt die Starre 
in denjenigen Gebieten nicht ein, deren zugehorige Hinterwurzeln 
durchtrennt worden sind. Herr Professor Magnus machte uns 
nicht nur auf diese Tatsache aufmerksam, sondern hatte die 
Liebenswirdigkeit, wofiir wir ihm auch hier unseren besten 
Dank bringen, die Sherringtonsche Operation bei fiinf Katzen 
auszuftihren. Ziel der Operation war, bei der Katze die Streck- 
muskeln der einen Vorderpfote in Starre zu versetzen, wahrend 
die entsprechenden Muskeln der andern Pfote schlaff bleiben 
und daher als Vergleichsobjekte dienen kénnen. Dieses wird 
noch dadurch besonders gut mdglich gemacht, daf auf der 
Seite der Hinterwurzeldurchschneidung die vasokonstriktorischen 
Nerven erhalten bleiben, und daher keine st6renden Kreislauf- 
veriinderungen zu befiirchten sind. Wiirde hier ein Unter- 
schied im Kreatingehalt gefunden werden, so diirfte man diesen 
dem Tonus zuschreiben, da ja sowohl die motorischen wie die 
vasokonstriktorischen Nerven auf beiden Seiten intakt geblieben 


') Journ. of Physiol., Bd. XXII, S. 319. 
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und also Muskeldegeneration sowie Kreislaufst6rungen aus- 
geschlossen sind. 

Die Versuche wurden in folgender Weise ausgefiihrt: Die 
Katzen wurden unter einer Glasglocke itherisiert, darauf schnell 
tracheotomiert und nun mit Hilfe der kiinstlichen Atmung und 
Kroneckerscher Schlitzhihne in tiefe Chloroformnarkose ge- 
bracht. Nach Durchtrennung beider Vagi und Anschlingung 
der Carotiden wurde der Wirbelkanal vom obersten Brustwirbel 
bis zur Mitte der Halswirbelsiule unter geringer Blutung  er- 
Ofinet und darauf immer linkerseits die Hinterwurzeln vom 
1. oder 2. Thorakal- bis zum 4. oder 5. Cervikalnerv extradural 
durchtrennt. Nach Schlu8f der Wunde erfolgte die Dezerebrie- 
rung von einem Trepanloche im Planum temporale aus. Nun- 
mehr wurde die Chloroformzufuhr abgestellt und gewartet, bis 
sich die Enthirnungsstarre entwickelte, was immer nach einer 
halben Stunde der Fall war. Wenn notig, konnte die Starre 
noch durch nachtragliche Durchschneidung des Riickenmarkes 
am 11. Brustwirbel verstiirkt werden. In allen Fallen war 
der Unterschied im Tonus zwischen der linken und der rechten 
Vorderpfote auferordentlich deutlich. Besonders geachtet wurde 
auf das Verhalten des Ellbogens, weil der Triceps als Unter- 
suchungsobjekt dienen sollte. Das Tier wurde nach 13/4 bis 
3!/2 Stunden durch Ersticken getétet und darauf der Ellbogen- 
strecker beiderseits unter méglichster Entfernung von anhangen- 
dem Fett und Bindegewebe so herauspripariert, dai beider- 
seits gleiche Muskelstiicke zur Analyse kamen. In allen Fillen 
wurden die Hinterwurzeldurchschneidungen durch die Sektion 
kontrolliert. Die Muskelstiicke wurden sodann zerschnitten, in 
ein tariertes K6lbchen mit 1°/oiger Salzséure gebracht, gewogen 
und in der oben beschriebenen Weise weiter untersucht. 

Im einzelnen gestalteten sich die 5 ausgefiihrten Versuche 
folgendermaBen : 


Versuch I. 


Katze. Chloroformnarkose. Durchschneidung der Hinter- 
wurzeln linkerseits des 5.—8. Cervikal- und des 2. Thorakul- 
nerven (der 1. wurde tibersehen). 
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105 50‘ Dezerebrierung. Chloroform entfernt, sofort 
Spontanatmung. 

105 55‘ linker Ellbogen schlaff, rechter Ellbogen steif. 

11. Am rechten Vorderbeine gute Starre. linkes Vorder- 
bein vollig schlaff. 

12h. Durchschneidung des Riickenmarkes am 11. Brust- 


wirbel. 
2h. Starre nicht mehr sehr stark, aber Unterschied noch 


deutlich. 

2h 15‘ Erstickung. 

Rechter Triceps 11,06 g, 175 ccm Flissigkeit, vom Filtrat 
150 ccm eingeengt bis zu 35 cem. Ablesung 8,1 mm, also 3,690 mg 
Kreatinin auf 1 g Muskel. 

Linker Triceps 12,43 g, 175 eem, 150 ccm Filtrat bis zu 
35 cem. Ablesung 8,6 mm, also 3,090 mg Kreatinin auf 1 ¢ 
Muskel. 

Versuch II. 

Katze. Chloroformnarkose. Durchschneidung der Hinter- 

wurzeln linkerseits des 5.—8. Cervikal- und des 1. Thorakal- 


nerven. 
105 10° Dezerebrierung. Spontanatmung, aber kiinstliche 


Atmung aus Vorsicht fortgesetzt. 

115 30‘ deutliche Starre rechts, linkes Vorderbein ganz 
schlaff. 

11" 45‘ Durchschneidung des Riickenmarkes am 12. Brust- 
wirbel. Maximale Starre rechts, links unveriindert. 

45‘ Tonus geschwunden.  Erstickung. 

Rechter Triceps 16,72 g, 175 ccm Fltissigkeit, vom Filtrat 
150 ccm eingeengt bis zu 45 cem. Ablesung 5,86 mm, also 
4,340 mg Kreatinin auf 1 g Muskel. 

Linker Triceps 16,97 g, 175 cem Fliissigkeit, vom Filtrat 
148 ccm eingeengt bis zu 45 ccm. Ablesung 6,6 mm, also 
3,848 mg Kreatinin auf 1 g Muskel. 


Versuch III. 


Katze. Chloroformnarkose. Durchschneidung der Hinter- 
wurze2in‘linkerseits vom 5. Cervikal- bis zum 1. Thorakalnerven. 


L 
4 | 
| 
| 
‘ 
af A 
F 
j 


Die Bildung des Kreatins im Muskel beim Tonus und bei der Starre. 271 

10 15‘ Dezerebrierung. Chloroform entfernt. Ktinstliche 
Atmung. 

105 50‘ Durchtrennung des Riickenmarkes am 11. Brust- 
wirbel. Sofort Starre rechts, linkes Vorderbein bleibt schlaffer, 
zeigt aber in der folgenden Zeit etwas Tonus, der aber immer 
viel geringer bleibt als rechts. Sehr guter Unterschied bis 

12h 28‘. Erstickung. 

Rechter Triceps 12,71 g, 150 cem Fliissigkeit, 115 cem 
vom Filtrat eingeengt bis zu 65 ccm. Ablesung 6,56 mm, also 
4.219 mg Kreatinin auf 1 g Muskel. 

Linker Triceps 11,0 g, 150 ecm Fliissigkeit, 115 com vom 
Filtrat eingeeengt bis zu 65cem. Ablesung 8,1 mm, also 3,902 mg 
Kreatinin auf 1 ¢ Muskel. 


Versuch IV. 


Katze. Chloroformnarkose. Durchschneidung der Hinter- 
wurzeln linkerseits vom 4. Cervikal- bis zum 2. Thorakalnerven. 

104 30‘ Dezerebrierung. Sofort Starre des rechten Vorder- 
beines. Linkes vollig schlaff. 

In der Folgezeit bleibt die rechte Pfote vollstiindig 
steif, die linke vollig schlaff. Auch das tibrige Tier ist in bester 
Verfassung: gute Reflexe der Hinterbeine, Ohrreflexe, allgemeine 
sehr starke Enthirnungsstarre. Dieser Zustand dauert bis 

12 15‘ Erstickung. (Bestgelungener Versuch der ganzen 
Reihe. ) 

Rechter Triceps 13,75 g, 150 cem Fliissigkeit, 125 ccm vom 
Filtrat bis zu 45 ccm eingeengt. Ablesung 8,36 mm, also 
3,806 mg Kreatinin auf 1 g Muskel. 

Linker Triceps 12,6 g, 150 cem Flissigkeit, 125 cem vom 
Filtrate bis zu 45 cem eingeengt. Ablesung 10,9 mm. also 
3,185 mg Kreatinin auf 1 g Muskel. 


Versuch V. 


Katze. Chloroformnarkose. Durchschneidung der Hinter- 
wurzeln linkerseits vom 4. Cervikal- bis zum 2. Thorakalnerven. 
105 Dezerebrierung. Sofort Spontanatmung. 


| 
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11" 15‘ Beginnende Starre im rechten Vorderbein, linkes 


schlaff. 

114 30’ Starre besser. 

115 45’ Starre sehr gut entwickelt. Rechtes Vorderbein 
vollstiindig starr, linkes ganz schlaff. So bis 

125 15‘. Danach Starre rechts vorne etwas schlechter, 
manchmal fehlend, links auch manchmal etwas Starre. 

12 30° Durchschneidung des Riickenmarkes am 11. Brust- 
wirbel. Darauf Unterschied wieder gut. 

12 45‘ Unterschied wieder sehr gut, rechts vorne steif, 
links schlaff. 

Die Starre ist aber nicht so stark, wie im Versuch IV. 

12 55‘ Erstickung. 

Rechter Triceps 9,50 g, 150 ccm Fliissigkeit, 125 ccm 
vom Filtrat bis zu 45 ccm eingeengt. Ablesung 7,2 mm, also 
3,198 mg Kreatinin auf 1 g Muskel. 

Linker Triceps 10,03 g, 150 ccm Flissigkeit, 125 cem vom 
Filtrat bis zu 45 ccm eingeengt. Ablesung 7,36 mm, also 
2,963 mg Kreatinin auf 1 g Muskel. 

In allen Versuchen wurde also der Kreatingehalt des in 
Tonus gewesenen Muskels héher als in dem schlaff gebliebenen 
gefunden. Folgende Tabelle gibt eine Ubersicht tiber die Re- 


sultate : 


Milligramme Kreatinin pro 1 g Muskel. 


| Tonus | Schlaff | Differenz 
| | i 
| 3,690 | 3,090 0,600 
ll 4,340 | 3,848 | 0,492 
HT 4,219 | 3,902 0,317 
ve 3,806 | 3,185 0,621 
V | 3,198 | 2.963 0,235 


| 
| 


In bezug auf diese Resultate ist es bemerkenswert, dal 
diese Differenzen so ziemlich den Differenzen proportional sind, 
welche bei den Versuchen in der Kontraktion der Muskeln 
rechts und links beobachtet wurden. In Versuch I, besonders 
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aber in Versuch IV, war die Starre rechts stark entwickelt, in 
Versuch I] war der Tonus kriftig, aber weniger lange dauernd, 
in II] war der Tonus rechts zwar gut, zeigte aber die linke 
Vorderpfote von Zeit zu Zeit einige Starre; dasselbe fand auch 
in V, sei es auch weniger stark, statt, dazu entwickelte sich 
hier die Starre links nur allméhlich und in nicht so hohem 
Grade als sonst. 

Wir glauben also aus diesen Versuchen schlieben zu 
kénnen, daf von den in Tonus sich befindenden Muskeln mehr 
Kreatin gebildet wird als von den ruhenden. Fiir die Annahme, 
daB der verschiedene Kreatingehalt einer erhOhten Zersetzung 
des Kreatins in den erschlafften Muskeln zugeschrieben werden 
miisse, scheint uns kein einzelner Grund zu finden zu sein. 

Weiter haben wir eine Anzahl Versuche bei Fréschen 
(Rana esculenta) durchgefthrt. 

Zuerst wurde der Einflufi von Reizen mittels Induktions- 
strome auf den Kreatingehalt des Muskels studiert. Dartiber 
liegen Mitteilungen vor von Mellanby!') und von Graham 
Brown und Cathcart.*) Mellanby tetanisierte die Muskeln 
durch direkte Reizung, fand aber eine so geringe Zunahme 
des Kreatingehalts, daB er schliebt: «that the performance of 
muscular work leaves creatin unaffected». 

Von Brown und Cathcard wurden die Muskeln mittels 
der Nerven gereizt, sie fanden eine etwas groéfere Zunahme, 
von 7~—-13°/o, in vier Versuchen, wobei der Blutstrom abge- 
stellt war. Wurde die Zirkulation erhalten, so wurde eine kleine 
Abnahme, nicht nur bei Fréschen, sondern auch bei Kaninchen, 
gefunden. Man darf dabei aber nicht auBer acht lassen, dab 
infolge des Reizes der Muskel ergiebiger vom Blut durchstrémt 
wird; eine genaue Vergleichung mit den ruhenden Muskeln 
ist also nicht wohl mdglich. 

Wir haben die Muske!n der Hinterpfote nach Aufhebung des 
Blutstromes untersucht. Mittels des N. ischiadicus wurde gereizt. 

A. Bei je drei Fréschen wurde, nach Zerstérung von 
Gehirn und Riickenmark und Herzdurchtrennung, einerseits der 


‘) Journal of Physiology, Bd. XXXVI, S. 447. 
*) Bio-chem. Journal, Bd. IV, S. 420. 
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N. ischiadicus hoch am Schenkel durchschnitten. Die drei 
Nerven wurden auf Elektroden, die mit einer und derselben 
Sekundiirspule eines Schlittenapparates verbunden waren, ge- 
legt. Der Strom wurde jedesmal wahrend einer halben Minute 
geschlossen und dann eine halbe Minute gedffnet. Das inter- 
mittierende Tetanisieren wurde unter allméhlicher Verstarkung 
des Stromes, bis nach etwa einer Stunde die Muskeln nicht 
mehr reagierten, fortgesetzt. Sodann wurden die Muskeln von 
beiden Pfoten auspripariert, in 1°/oige Salzsiure gebracht und 
weiter nach der oben angegebenen Methode behandelt. So 
wurden folgende Resultate erhalten: 


Gewicht Kreatinin pro 1 g Muskel Differenz 
in g | in mg in mg 

1. Gereizt . 11,89 | 3,366 — 0,020 
Ruhe. . 15,38 | 3,386 

lI. Gereizt . | 13,58 3,616 | — 0.067 
Ruhe. . 13,73 3,683 | . 

I. Gereizt.) 14,015 3,796 | 0.060 
Ruhe. . 12,18 | 3,856 


B. Die Versuche wurden in der namlichen Weise, mit 
je drei Fréschen zusammen, ausgefiihrt. Nur wurde jetzt der 
Nerv nicht tetanisiert, sondern mittels des Engelmannschen 
rhythmischen Polyrheotomes abwechselnd mit einem einzelnen 
SchlieBungs- und Offnungsinduktionsschlag 24 mal pro Minute 
gereizt. Nach etwa !/2 Stunde waren die Muskeln erschopft und 
wurde die Reizung beendet. Die Resultate ergeben sich aus 
folgender Ubersicht: 


eee Gewicht der Muskeln | Kreatinin pro 1 g Muskel | Differenz 
g mg mg 

I. Gereizt 15,27 3,490 + 0,072 
Ruhe. 14,78 | 3,418 

Il. Gereizt | 11,745 | 3,537 £0,080 
Ruhe. . | 11,295 | 3,457 

Ill. Gereizt . | 11,78 | 3,629 40,079 
Ruhe. . 11,945 3,550 

| 

IV. Gereizt . | 12,28 | 3,567 40,007 

Ruhe. . 10,935 3,560 
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C. Zum SchlufB wurden einige Versuche mit in Ringer- 
sche F'liissigkeit getauchten Muskeln ausgefiihrt. Ein Frosch 
wurde nach Zerstérung von Gehirn und Riickenmark in der Mitte 
durchschnitten. Die hintere Kérperhilfte wurde enthéutet und so 
auf die Zwischenwand von zwei mit Ringerscher Fliissigkeit 
geflillten viereckigen Celluloidgefafen gestellt, dal jede Pfote 
bis etwa zur Halfte des Oberschenkels in die Lésung getaucht 
war. Die Gefife hatten einen Querschnitt von 6,25 qcem und 
eine Héhe von 13,5 cm; die Bewegungen der Pfoten konnten 
also ungestort Platz finden. Jetzt wurde einerseits der ischia- 
dicus vom Becken aus 24 mal pro Minute abwechselnd mit 
einem SchlieBungs- und einem Offnungsinduktionsschlag gereizt. 
Nach einer halben Stunde waren die Muskeln erschopft. Fiir 
jeden Versuch wurden zwei Frésche verwendet: sie kounten 
aber jetzt nicht gleichzeitig gereizt werden. Sobald beim ersten 
Paar Pfoten die Reizung beendet war, wurden die Muskeln 
ausprapariert und zwecks sofortiger Tétung des Gewebes in 
ein tariertes Kolbchen mit 1°%/oiger Salzsiiure gebracht. Spiter 
wurden die Muskeln des zweiten Frosches dazu getan und 
auferdem die Fliissigkeit, in welche die Pfoten getaucht wor- 
den waren (und die also etwas Kreatin aufgenommen haben 
kénnte), nach Zugabe von Salzsiure bis zu einem Gehalt von 
1°/o. In dieser Weise wurde folgendes gefunden: 


| | 
| Gewicht -Kreatinin auf 1 g Muskel | Differenz 
| in g | mg | mg 
|. Gereizt . | 16,24 3,203 0.027 
Ruhe. . 16,105 | 5,230 
ll, Gereizt . 11,89 3,D8) 
— 0,008 


Ruhe. . | 11.83 | 3,593 


Die erhaltenen Differenzen sind so klein, dai sie zum 
Teil gewiB innerhalb der Grenzen der Analysenfehler fallen. 
Was diese Grenzen anbetrifft, sie werden nicht weit aus- 
einander liegen. Die Manipulationen, welche man mit dem 
Muskelextrakt vorzunehmen hat, sind ganz einfach und geben 
bei sorgfaltigem Arbeiten zu einigermafien betrachtlichen Fehlern 
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keine Veranlassung. Die kolorimetrische Bestimmung endlich 
ist bei einiger Ubung iiuBerst genau, falls nur der Kreatinin- 
gehalt der zu analysierenden Lésung nicht weit von 0,1 °/o ent- 
fernt ist. Weil aber das Gewicht der Muskeln bekannt ist und 
weil man weif, daf der Kreatingehait derselben beim Frosch 
etwa 0,5°/o oder etwas mehr betrigt (berechnet als Kreatinin), 
so ist es ganz leicht, beim Einengen des Filtrates fiir eine 
zweckmiibige Konzentralion Sorge zu tragen. Wie gesagt, 
wurden vom eingeengten Filtrat immer zwei Portionen von 
10 cem fiir die Bestimmung gebraucht, von jeder Portion wurden 
fiinf Ablesungen gemacht. Die so erhaltenen zehn Ablesungen, 
deren Mittelwert bestimmt wurde, zeigten niemals gréfere Diffe- 
renzen als 0,1 mm auf, der Fehler des Mittelwertes ist also 
wohl betriichtlich geringer als 0,1 mm. Wir bemerken noch, 
dafi beim von uns verwendeten Apparat jede Suggestion bei 
der Bestimmung ausgeschlossen ist, indem der Beobachter bei 
der Vergleichung und Einstellung der zwei gelben Felder die 
Skalateilung nicht sehen kann. Wir glauben zu dem Schluf 
berechtigt zu sein, dafB die unvermeidlichen Fehler nicht zu 
1°/o des Totalbetrages ansteigen kénnen. Dann ist aber, wenn 
man annimmt, dali bei den gereizten Muskeln der Fehler gerade 
in der anderen Richtung als bei den nicht gereizten gelegen 
ist, eine Differenz von 0,08 auf 3,5 mg Kreatinin pro Gramm 
Muskel — die gr6dfte, die bei diesen Versuchen gefunden 
wurde — nur eben auferhalb der Grenzen der Beobachtungs- 
fehler. Jedenfalls sind die Differenzen klein und das eine Mal 
zugunsten der gereizien, das andere Mal zugunsten der nicht ge- 
reizten Muskeln. Wiinscht man jedoch den gribten eine reale 
Bedeutung zuzuschreiben, so weisen wir daraufhin, dab erstens 
der Kreatinzerfall in den Muskeln noch ganz und gar unbe- 
kannten, aber immerhin wechselnden Einfliissen unterworfen ist, 
dann kénnen aber oft wiederholte Reize auch einigermafen 
tonisierend wirken. Vielleicht kann mehr als in unseren Ver- 
suchen in denjenigen von Brown und Cathcart von Tonus 
die Rede sein; fanden sie doch gré%ere Abweichungen als wir. 
Die genannten Forscher arbeiteten mit dem mit dem ischiadicus 
auspriparierten Gastrocnemius («ordinary nerv muscle pre- 
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paration»), aber ihre Mitteilung enthalt nichts tiber die Art der 
Nervenreizung. 

Dai beim Frosch wihrend des Muskeltonus der Kreatin- 
gehalt der Muskeln zunimmt, bei Abwesenheit von Tonus ab- 
nimmt, ergibt sich aus folgenden Versuchen. 

Zwecks Elimination des Muskeltonus einer Pfote wurde 


der Nerv. ischiadicus durchgetrennt. ws 


A. Unter Ausschaltung des Blutstromes. 


Bei je drei Froschen wurde beiderseits der Nerv. ischiadicus 
hoch am Schenkel auspripariert und einerseits durchgetrennt. 
Dann wurde der Oberschenkel mittels einer elastischen Ligatur, 
die an der Seite, wo der Nerv nicht durchgetrennt war, diesen 
frei lieB, fest umschniirt. Jedesmal wurde mittels mikrosko- 
pischer Inspektion der Schwimmhaut die Ausschaltung der 
Zirkulation kontrolliert. Dann wurden die Hautwunden wieder 
zugeniht. Nach 3 Tagen wurden die Tiere getétet. Die Muskeln 
unterhalb der Ligatur wurden auspripariert und in der ge- 
wohnlichen Weise verarbeitet. Die Resultate gibt folgende 
Tabelle. 


| Muskel- | Kreatinin | 


| prooig Differenz 
_ gewicht Muskel | 
mg mg 
| | 
1, Ischiadicus intakt ...| 10 2,204 | 0.067 
durchgetrennt | 12,2 2137 
Il. » intakt ...| 133 2,678 
durchgetrennt | 16,6 2,282 
III. intakt ...| 28,7 2,990 
— 
> durchgetrennt | 31,1 2,790 
IV. 14,85 2,987 — 0,100 
> durchgetrennt | 15,5 2,887 
V. > intakt 11,8 2,726 0175 
> durchgetrennt | 12,65 2,551 ; 
VI. intakt ...j| 13,55 2,833 0.145 
> durchgetrennt | 15,045 2,688 nit 


i 
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In allen Versuchen wurde in den gelahmten Muskeln we- 
niger Kreatin als an der anderen Seite gefunden. Indessen 
sind die Differenzen, obwohl griBer als die Beobachtungsfehler, 
nicht grof. Ja, man kénnte fragen, ob diese Differenzen viel- 
leicht nicht dadurch zu erkliéren seien, dali das Muskelgewicht 
der gelihmten Seite immer gréfer als auf der anderen Seite 
gefunden wurde. Man konnte meinen, dafi die Muskeln an 
der Seite der Durchschneidung wasserreicher wiren, der griBere 
Wassergehalt wiirde dann als Muskelsubstanz gewogen werden. 
Diese Annahme ist jedoch nicht wahrscheinlich. Fiir Wasser- 
verlust an der Seite ohne Nervendurchschneidung war keine 
Veranlassung, wurden die Tiere doch in einem Glase mit einer 
geniigenden Menge Wasser auf bewahrt, und die Gefahr fiir Wasser- 
aufnahme war eben an der Seite mit durchtrenntem Nerv am 
kleinsten, weil da die Hautwunde besser als an der anderen 
Seite, wo die Ligatur unterhalb des intakten Nervs sich befand, 
geschlossen werden konnte. Die Gewichtsdifferenz der Muskeln 
findet eine viel einfachere Erkliirung in der Tatsache, daf die 
Ligatur an der Seite des durchtrennten Nervs leicht etwas hoher 
als an der anderen Seite angebracht werden kann; dann wiirde 
aber an der erstgenannten Seite weniger Muskelsubstanz als 
an der anderen Seite der Analyse entzogen. Doch konnten 
diese Versuche uns nicht befriedigen, auch weil der Kreatin- 
gehalt immer niedriger als bei normalen Fréschen gefunden 
wurde: wahrscheinlich war also durch die Blutkreislaufaus- 
schaltung an beiden Seiten Kreatin zersetzt. Deshalb wurde 
eine neue Versuchsreihe vorgenommen. 


Bb. Bei ungestértem Blutstrom. 


Die Versuchsverhiiltnisse waren dufberst einfach. An der 
einen Seite wurde der nervus ischiadicus durchtrennt und nach 
3 Tagen wurden die Muskeln untersucht. Fiir jeden Versuch 
wurden drei Frésche verwendet. Folgende Tabelle zeigt die 
Resultate. 

Ohne Ausnahme wurde also in Muskeln, die wahrend drei 
Tagen den Tonus verloren hatten, weniger Kreatin als in den 
Muskeln der normalen Pfote gefunden. DaB man die Diffe- 
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| 


Gewicht der Kreatinin | 


Muskeln | pro1g Muskel | Differenz 
g | mg | mg 
Ischindiousintekt ...| tet | see | 
> durchgetrennt 14,635 | 3,342 | : 
Il. > imfakt ... 10,93 4,000 0347 
durchgetrennt 11,64 3,653 
| 
lll. intakt | 12,81 | 4,146 0,458 
durchgetrennt | 12,32 | 3,688 
WV. intakt .../ 1787 | 38490 | 
durchgetrennt 17,145 3,192 | 
V. > intakt ... 18,195 3,434 — 0,303 
. durchgetrennt 17,915 | 3,131 
> intakt ... 14,02 | 3,685 
» durchgetrennt 15,62 3,334 | : 
VIL. > intakt ... 14,58 3,157 
> durchgetrennt | 14,05 2,900 ~~“ 


renzen nicht dem Ausfall der willkiirlichen schnellen Kontrak- 
tionen der Muskeln der gelaéhmten Pfote zuschreiben darf, folgt 
aus den eben mitgeteilten Ergebnissen der Versuche, bei welchen 
der ischiadicus mittels Induktionsschléige gereizt worden war. 
Zwar gilt auch hier die in bezug auf den EinfluB von Ischiadicus- 
durchschneidung beim Kaninchen hervorgehobene Schwierig- 
keit, man nicht weil, inwieweit vielleicht durch Abénde- 
rung des Blutstromes die Kreatinabfuhr aus den Muskeln ab- 
geandert wird. Abanderung infolge Degeneration der Muskel- 
fasern braucht hier wohl kaum in Betracht gezogen zu werden. 
Beim Frosch sind drei Tage nach Nervendurchschneidung die 
Muskeln noch in bester Verfassung. 

Mit ganz geniigender Sicherheit wird aber, unserer Mei- 
nung nach, der Zusammenhang zwischen tonischer Kontraktion 
und Kreatinbildung durch eine andere Versuchsreihe festgestellt. 
In dieser Versuchsreihe wurde bei Froschmuskeln unter Aus- 
schaltung des Kreislaufes Tonus erregt. 

Die Muskeln wurden dazu der Einwirkung von gewissen 
unter sich sehr verschiedenen chemischen Agenzien, die aber 
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alle Tonus erregende Wirkung gemein haben, ausgesetzt; wir 
verwendeten dazu Veratrin. Nicotin, Chlorcalcium, Rhodan- 
natrium und Coffein. 

Auf den tonisierenden Effekt von Veratrin hat besonders 
Bottazzi') hingewiesen. Wird der Gastrocnemius eines Frosches 
in Ringersche Lésung mit 1 : 20000 oder sogar noch weniger 
Veratrin getaucht, so gibt Ischiadicusreizung mit einem einzelnen 
Induktionsschlag eine viel linger als beim in der reinen Ringer- 
schen Lésung getauchten Muskel dauernde Kontraktion. Zur 
schnellen Kontraktion wird eine langsame superponiert. 

Zur Feststellung, ob dabei Kreatinbildung stattfindet. wurde 
der Versuch in der niimlichen Weise, wie Seite 275 sub C. be- 
schrieben wurde, angestellt, nur mit diesem Unterschied, dab 
jetzt das eine Gefif reine Ringersche Flissigkeit,?) das andere 
dieselbe Losung mit wechselnden Mengen Veratrin enthielt ; jetzt 
wurde beiderseits der Ischiadicus vom Becken aus 24mal pro 
Minute abwechselnd mit einem SchlieBungs- und einem Offnungs- 
induktionsschlag gereizt. Die Elektrodenpaare, auf welchen die 
Nervenstiimme hingelegt wurden, waren beide mit derselben 
Induktionsspule verbunden, also war nicht nur die Zeit, sondern 
auch die Intensitit der Reizung an beiden Seiten immer gleich. 
Je zwei Frésche wurden verwendet. Die Resultate sind in 
folgender Tabelle verzeichnet. 

Die Reizung dauerte immer eine halbe Stunde. In Ver- 
such III, [1V und V hoérte die Reaktion der mit Veratrin ver- 
gifteten Pfote schon eher auf. Auch zeigten die Muskeln dieser 
Pfote nach Ablauf der Reizung einige Starre. 

Das Vermégen von Nicotin, tonische Kontraktion von Mus- 
keln zu bewirken, ist von Langley %) bei seinen Untersuchungen 
iiber <rezeptive Stoffe» ausfiihrlich studiert worden. Die Vorder- 

*) Die bei Siugetierversuchen verwendliche Lésung: 8 g NaCl, 0,1 g 
CaCl,, 0,075 g KCl, 0,1 g NaHCO, auf 1000 com wurde zwecks Versuche 
mit Fréschen im Verhaltnis 6,5: 9 mit Wasser verdiinnt. 

%) Journ. of Physiol., Bd. XXXIII, S. 374; Bd. XXXVI, S. 347; 
Bd. XXXVII, S. 165, 285; Bd. XXXIX, S. 235. Proc. Royal Soc. B., 
Bd. LXXVIII, S. 170. 
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-Muskel- 
| inin . 
Differenz 
gewicht Pro Ig 
Muskel 
g g mg 
Ringersche Lésung rein . «| 12,76 3,442 | L 
mit Veratrin 1:40000 12,96 3,561. 
rein... . 17,775 | 3,189) 
+- 0.200 
mit Veratrin 1: 20000 17,685 3,389 
| j 
Il. rein . « « «| 16,080 | 3,056 
mit Veratrin 1:5000) 15,065 + 
IV. rein . 3,250 
0,42 
» >» mit Veratrin t : 5000, 17,6 3,670 0400 
> rein. .......| 13,57 | 3,029] 
> » mit Veratrin 1:1000 1456 3,429! 


pfoten des Frosches, mit ihren so leicht in Tonus zu versetzenden 
Flexoren, schon durch Nicotinbetrépfelung, wiirden zu unserem 
Zweck besonders geeignet gewesen sein, wenn nicht die Masse der 
Muskeln hier so klein wiire, daf fiir eine einzelne Kreatingehaltbe- 
stimmung eine grobe Anzahl Frésche bendligt sein wiirde. Die 
Beobachtungen Langleys weckten die Vermutung, dali auch die 
Hinterpfoten zu verwenden sein wiirden, welche Vermutung auch 
bestitigL wurde. Zuerst wurde ein Versuch in der folgenden 
Weise angestellt. 

Nach Zerst6rung von Gehirn und Riickenmark wurde 1 ccm 
einer Ringerschen Losung mit 1°/o Nicotin in die Bauchhohle 
eingespritzt. 

Bald darauf entwickelte sich tonische Kontraktion der 
Vorderpfoten. Eine halbe Stunde nach der Einspritzung wurde 
der Blutstrom durch Herzdurchschneidung zum Ausfall gebracht. 
Dann wurde der linke Ischiadicus am Oberschenkel isoliert, durch- 
trennt und mittels des Polyrheotoms, 24mal pro Minute, mit 
Induktionsschligen gereizt. Nach einer halben Stunde stellte 
sich die Muskelreaktion ein. Ein geringer Rigor war zu beob- 
achten. Die Analyse ergab folgendes (s. Tab. 5. 172). 

Weiter wurden Versuche mit Nicotin in der namlichen 
Weise wie mit Veratrin angestellt. Wenn ein isolierter Muskel 
19 
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| Muskel- | Kreatinin 
| gewicht . pro 1g Muskel Differenz 
| 
I. Rechts, nicht gereizt. . . | 18,78 5,090 
| | 0,401 
Links, gereizt...... 18,88 | 3,491 


in eine Nicotinlésung aufgehingt wird, werden die Kontraktionen 
infolge Nervenreizung, auch wenn letztere zur Erregung von 
Ermiidung nicht geniigend frequent ist, alsbald kleiner, um darauf 
zu verschwinden. Wurde die ganze Pfote aber eingetaucht, 
so verursachte die Reizung des Nervenstammes 24mal pro 
Minute erst nach 20—25 Minuten keine sichtbare Kontraktion 
mehr. Die Reizung wurde an beiden Seiten immer eine halbe 
Stunde fortgesetzt. Dann kontrahierte auch die andere Pfote 
sich so gut als nicht mehr. Immer zeigte die in Nicotin ge- 
tauchte Pfote nach Ablauf der Reizung einige Starre. Die 
Analysen ergaben dann folgendes: 


| Mus- | Krea- 


kel- | tinin | 
ge- iprolg 
wicht |Muskel 
g | mg mg 
| 
lI. Ringersche Lésungrein. . .... 21,83 | 3,286 | 
mit Nicotin 1:100 | 22,405. 3,766 
 mitNicotin 1:100 | 15,69 | ) 
| 
IV. 15,185 3,276 
Nicotin1:200 | 15,41 | 
v. ven. ..... 14,185| 3,087! 
> » mit Nicotin1:100 | 14,50 | 3,401 we >} 


Durch die Untersuchung der Wirkung von Kalium- und 
Calciumsalzen ist auch Guenther!) zu dem Schluf gelangt, 
dafi die Muskelfaser zweierlei kontraktile Elemente besitzt, 
deren eines von K, das andere von Ca mehr reizbar gemacht 
wird. «The first contractile substance of the sartorius», so 


') Amer. Journ. of Physiol., Bd. XIV, S. 73. 
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lesen wir auf Seite 103, «responds quickly with a contraction 
when subjected to a 1 per cent solution of potassium chloride... . 
Calciumchloride in a 1 per cent solution produces no contraction 
of the first contractile element of the sartorius, gives rise to a 
slow contraction of the second contractile element, and produces 
quite a vigorous contraction of heart muscle». 

Wir konnten also erwarten, dafi Reizung von in Chlor- 
calciumlésung getauchten Muskeln den Kreatingehalt steigern 
wiirde. Diese Erwartung wurde auch bestitigt. 

Das eine Gefaih wurde mit Ringerscher Lésung, das 
andere mit einer mit dieser isotonischen 0,72°/0igen CaCl,-Lésung 
gefillt. Beiderseits wurden die Nervenstimme wie bei den 
anderen Versuchen, 24mal pro Minute, wahrend einer halben— 
Stunde gereizt. Fiir jeden Versuch wurden zwei Frische ver- 
wendet. Zur Vermeidung von Triibungen bei der kolorimetrischen 
Bestimmung nach Zusatz von iiberschiissiger Natronlauge, wurde 
der viel CaCl, enthaltenden Lésung, bei der Enteiweifung mittels 
Kochen und Neutralisation, eine zur volligen Fallung des Calciums 
geniigende Menge einer gesiattigten Kaliumoxalatl6sung zugegeben. 
Die Resultate gibt folgende Tabelle. 


Muskel- Kreatinin | Dj 

gewicht |pro 1g Muskel fferenz 

g mg mg 
I. Ringersche Lésung .... . 13,5 3,177 . 
mit CaCl, .| 13,16 3800 | + 0,648 

mit CaCl,.| 14,36 3.703 | + 0010 

mit CaCl. 11,7 3896 

IV. 13,505 3,040 
mit CaCl. | 12,98 sag 

V. 1339 | 3156 | 
» mit CaCl,.| 13,435 3501 | + 


Bei den ersten vier Versuchen stellte sich die Kontraktion 
der in CaCl, getauchten Muskeln schon vor Ablauf der halben 
Stunde ein, dabei zeigten diese Muskeln deutliche Starre. Bei 
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V zeigten die in CaCl, getauchten Muskeln am Ende des Ver- 
suchs noch immer gut sichtbare Kontraktionen und war Starre 
nicht nachzuweisen. 

Eine Mitteilung von v. Fiirth uid Schwarz') gab uns 
Veranlassung, auch die Wirkung des Rhodans und des Coffeins 
zu untersuchen. Diese Forscher fanden, dafi diese Substanzen, 
genau so wie Veratrin, die Muskelleistung betréchtlich zu 
steigern vermogen. Die Meinung, dai auch hierbei der Tonus, 
die «innere Unterstiitzung»> im Sinne Griitzners, eine Rolle 
spielen wirde, fanden wir bestiitigt. Die beiden Gastrocnemii des- 
selben Frosches wurden, der eine in ein Gefaf mit Ringerscher 
Losung, der andere in ein Gefifi mit derselben Lésung mit 
etwas citras coffeini oder derselben Lésung nach Substitution 
des Chlornatriums durch Rhodannatrium aufgehiingt. Nachdem 
beide Muskeln an registrierenden Hebeln mit méglichst gleicher 
Spannung befestigt waren, wurden sie von Zeit zu Zeit mittels 
der nervi ischiadici, welche beide auf dasselbe Paar Elektroden 
gelegt waren, mit einem Induktionsschlage gereizt. Wihrend 
nun der in Ringersche Losung getauchte Muskel nach jeder 
Kontraktion seine urspriingliche Lange zurtickbekam oder sogar 
bisweilen etwas verlingert wurde, verkiirzte sich der mit Coffein 
oder RKhodan getrinkte Muskel, wiewohl er gut auf die Reize 
reagieren blieb, allmiihlich nicht unbetrichtlich. 

Der Einflu8 auf den Kreatingehalt der Muskeln wurde in 
der gewOhnlichen Weise untersucht. 

Das Gefaib, in das die eine Froschpfote getaucht wurde, 
enthielt Ringersche Lésung, das andere die nimliche Losung, 
aber mit dem Unterschied, daB sie statt 5,8 g NaCl 6,14 g NaCNS 
pro Liter enthielt. Die Ischiadici wurden, wie immer, waéhrend 
einer halben Stunde 24mal pro Minute gereizt. Fur jeden 
Versuch wurden zwei Frésche verwendet. Folgende Tabelle 
gibt die Resultate. 

Die mit Rhodan in Kontrakt gebrachten Muskeln kontra- 
hierten sich am Ende des Versuchs nicht mehr. Starre war 


nicht merklich eingetreten. 


') Pfliigers Archiv, Bd. CXXIX, S. 525. 
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| Muskel- | Kreatinin 


gewicht |pro 1g Muskel Differenz 
| me ng 
mit NaCNS 17,10 3,098 
If. pat 3.106 
0.248 
mit NaCNS 17.39 3.354 + 
» 14,675 3,051 
+. 0.486 
mit NaGNS 15.03 3.537 
IV. | 
mit NaCNS 16,125 | 3,459 
1938 | 2.916 
mit NaCNS | 20,695 3146 


Mit citras coffeini, in Ringerscher Lésung gelést, wurden 
bei im tibrigen gleicher Versuchsmethodik folgende Resultate 
erhalten. 


| 
Krea- 
| kel- | tinin | ,. 
| ge- protg) 
wicht Muskel | 
g | mg mg 


| 12,395! 3,017 | 
cote 


|. Ringersche Lésung 
mit citras coffeini 1:100 12.390 3.432 


mit citras coffeini 1: 200 12,94 3,623 
mit citras coffeini 1:400 | 17,755 3,422 | 
mit citras coffeini 1:400 | 13,51), 3,551 | 
| | 
V. 13,220 3,316 


mit citras coffeini1:800 12,62 3,519 | -+- 0,208 


Die mit Coffeinlosung getriinkte Pfote war in | nach 10 Mi- 
nuten, in II nach einer Viertelstunde ganz starr, dabei hatten 
sich die Kontraktionen eingestellt. In II], 1V und V waren die 
Kontraktionen bis zum Ende der Versuche sichtbar. Auch in 
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diesen Fallen war der Rigor sehr deutlich, sei es auch in V 
nicht so stark als in III und IV. 

In allen Fallen ohne Ausnahme wurde also in den Muskeln, 
welche in Tonus gewesen waren, der Kreatingehalt erhoht ge- 
funden. Ja, man darf sogar die Differenzen, aufer bei Coffein, 
noch etwas grOfer, als von den gefundenen Zahlen angegeben 
wird, schatzen, weil bis auf die eben genannte Ausnahme der 
Tonus mit einer kleinen Erh6hung des Wassergehalts zusammen 
zu gehen sich zeigte. Um dies niher zu verfolgen, wurde in 
der angegebenen Weise mit jeder der gebrauchten Chemikalien 
der Versuch wieder mit ein Paar Froschpfoten angestellt. Nach 
Reizung wiihrend einer halben Stunde wurde von jeder Pfote 
der Gastrocnemius isoliert, zwischen Filterpapier von anhingen- 
der Feuchtigkeit befreit, in ein Wageflaschchen gebracht, gewogen 
und bei 110° C. bis zu konstantem Gewicht getrocknet. Fiir 
den Wassergehalt wurden die folgenden Zahlen gefunden: 


> mit Veratrin 1:5000 . . . 79,6 

mit Coffein 1:400 . . 80,8 °/o 

Ringersche Lésung 795 %o 
mit Nicotin 1:100 .... 81 


Die Kreatinmenge pro Gramm Muskel wurde durch Teilung 
des Muskelgewichts in der gesamten gefundenen Menge bestimmt. 
Der Quotient wurde also auBer bei Coffein, wo der entgegen- 
gesetzte Fall eintrat, bei den in Tonus versetzten Muskeln, 
deren Gewicht durch gréBere Wasseraufnahme etwas zu grok 
bestimmt wurde, ein wenig zu niedrig gefunden. Diese Fehler 
sind aber so klein, da’ sie aufer acht gelassen werden 
konnen. 

Vermehrung des Kreatingehalts wurde nur da, wo Muskeln 
durch Reizung in Tonus versetzt waren, gefunden. Halbstiindige 
Eintauchung ohne Reizung in die némlichen Lésungen hatte 
keinen Einflu8B auf die Kreatinmenge. 
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Folgende Versuche wurden in der gewohnlichen Weise 
angestellt, nur mit dem Unterschied, daB die Nerven nicht ge- 
reizt werden. 


| Mus- | Krea- | 
= Breve Differenz 
wicht | Muskel | 
g | mg mg 
Ringersehe Lisung .. ses 10,035 3,954 | 0 
> mit Veratrin 1:5000 . | 10,57 | 3,954 | 
» (20,425 3,544 | 
mit Nicotin 1:100 . . | 19,512) 3,510 | — 
| | | 
CaCl, 0,720. 11,740] 3,394 | — 200% 
Ringersche Lésung ........ | $4,765; 3,340 0,004 
Ringersche Lésung .........4.. (14,595 3,295 | 
> > mit Coffein 1:200 . . | 14,49 3,327 | 


In keinen von diesen Versuchen war auch nur die ge- 
ringste Starre zu spiiren. 

Unsere Resultate decken sich also vollkommen mit der 
Annahme, da die Muskelfaser bei Reaktion auf Reizung mit 
flinker Kontraktion auf ganz andere Art, als wenn sie in tonische 
Kontraktion gebracht wird, arbeitet. Im erstgenannten Fall 
verbraucht sie stickstofffreie Verbindungen, im zweiten Fall 
bildet sie Kreatin, wird also EiweifB verbraucht. Mit der An- 
nahme Griitzners, dal jede dieser Arbeitsarten einer speziellen 
Art von Muskelfasern zugehérig sein wiirde, ist unter mehr 
unser Befund, daf8 beim Kaninchen eben die roten, sich durch 
die triage Kontraktionen unterscheidenden, Muskeln weniger 
Kreatin als die weifen enthalten, nicht gut in Ubereinstimmung 
zu bringen. Wiewohl die Meinung Bottazzis, dali Muskel- 
fasern um so stirker die Erscheinung des Tonus zeigen, je 
nachdem sie reicher an Sarkoplasma sind, wie schon von 
Mosso hervorgehoben wurde, im allgemeinen nicht gut mit 
der Beobachtung in Ubereinstimmung ist, so darf man doch, 
besonders mit Riicksicht auf Engelmanns umfangreiche Unter- 
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suchungen, wohl annehmen, daf die schnelle Kontraktion von 
den doppeltbrechenden Elementen, also von den Muskelfibrillen, 
ausgeftihrt wird. Der Sitz des Tonus wiire also im Sarkoplasma 
oder auch vielleicht in der Fibrillensubstanz zwischen den 
doppeltbrechenden Elementen zu suchen. Es wird gewib bei 
der weiteren Untersuchung der zweierlei Kontraktionen der 
Muskelfasern wichtig sein, auch die von neuem von Boeke 
hervorgehobene doppelte Innervation in Betracht zu ziehen. 

Was den Ausgangspunkt unserer Untersuchungen anbe- 
trifft, glauben wir die Frage. ob die Kreatinbildung und also 
der Eiweifverbrauch im Korper fiir einen betréchtlichen Teil 
vom Muskeltonus beherrscht wird, bejahend beantworten zu 
miissen. Schon vor vielen Jahren wurde von Pfliiger!) ge- 
zeigt, wie wichtig der Muskeltonus fiir die Wiirmeproduktion 
ist. Falls unsere Meinung richtig ist, so kann man schlieBen, 
dafi Beschriinkung der Eiweifzufuhr mit der Nahrung, die heute 
von vielen angestrebt wird, nicht ohne Bedenken ist. Mecha- 
nische Arbeit kOnnen die Muskeln auf Kosten von stickstoff- 
freier Erniihrung zwar liefern, damit sie aber auch anderseits, 
durch den Tonus, dem K6rper gute Dienste leisten k6énnen, 
brauchen sie Eiweili. 

Man hat 6fters die Meinung verteidigt, dal die Muskel- 
starre nach dem Tode als eine letzte Muskelkontraktion auf- 
zufassen sein wiirde. Besonders Hermann hat die Analogie 
der Muskelveriinderungen bei der Koagulation und bei der 
Kontraktion hervorgehoben. In der oben zitierten Arbeit von 
v. Fiirth und Schwarz wird gezeigt, daB eben diejenigen 
Korper, welche die Koagulation des Muskelplasmas befordern, 
die Muskelleistung steigern. 

Allem Anscheine nach betrifft die Ubereinstimmung nicht 
die schnelle Kontraktion, sondern den Tonus. Wir haben Ver- 
mehrung des Kreatingehalts bei durch Erwiirmung koagulierten 
Muskeln des Frosches gefunden. 

Je drei Frésche wurden nach Zerst6rung von Gehirn und 
Riickenmark und Herzdurchschneidung so aufgehéngt, dab die 
eine Pfote so weit wie mdéglich in ein Glas mit warmem Wasser 


') Pfliigers Archiv, Bd. XVIII, S. 247. 
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yon konstanter Temperatur getaucht wurde, wiihrend die andere 
Pfote sich in der Luft befand. Bald streckte sich die erwiirmte 
Pfote und wurde starr. Danach wurden die Muskeln beider 
Pfoten auspriipariert und untersucht. Folgende Tabelle gibt 


die Resultate. 


Kreatinin | 
Differenz 
gewicht pro | Muskel! 


mg 
7 Minuten in Wasser von 42° starr) 14,96 3. 
Il. Norm | | 10,204 
7 Minuten in Wasser von 45° C., starr) 15.40 3449 
7 Minuten in Wasser von 45° C., starr, 18,785 3,672 
Minuten in Wasser von 40° C., starr, 10,495 3.591 


In etwa derselben Weise angestellte Versuche mit Ka- 
ninchenmuskeln ergaben weniger eindentige Kesultate. Ein 
dekapitiertes Kaninchen wurde so aufgehingt, dal das eine, 
zavor rasierte Hinterbein bis weit oberhalb des Knies in ein 
erohes Wasserbad mit konstanter Temperatur von 45, 50 oder 
55° C. eingetaucht, das andere Bein auberhalb des Bades ge- 
halten wurde. Einmal nach einer Viertelstunde, in drei anderen 
Versuchen nach einer halben Stunde wurden beiderseits der 
Gastroenemius. der Soleus, der Semitendinosus und der Semi- 
membranosus auspriipariert. Der Kreatingehalt wurde sodann 
von den weifen und von den roten Muskeln gesondert bestimmt. 
Nach viertelstiindigem Erwiirmen auf 45° C. war die Pfote noch 
kaum erstarrt und es wurde dann auch keine Differenz gefunden 
(im erwiirmten Muskel war der Gehalt 0,023 mg niedriger als 
im nicht erwirmten Gastrocnemius). Nach halbstiindigem Er- 
wirmen war aber immer das Bein erstarrt. Die Resultate von 
vier Versuchen gibt folgende Tabelle. 

Im erstarrten Muskel wurde also immer mehr Kreatin 
als im nicht erstarrten gefunden. Aber die Differenzen sind 
sehr unregelmaBig: in Ill ist sie eben so klein, dali sie nicht 


4 


290 ©. A. Pekelharing und C. J. C. van Hoogenhuyze, 


Muskel- | Kreatinin 


gewicht ‘pro 1g Muskel| Differenz 
| go mg | mg 

I. Gastrocnemius, erstarrt (50°). 9485 4,218 | 0.763 
nicht erwirmt — 8,225 3,455 | si. 

II. erstarrt (50°) 14,385 0,112 
nicht erwairmt 11,865 4,012 

erstarrt (55°). 15,04 4,623 | 
nicht erwiirmt 15,98 4,973 | 

IV. erstarrt (50%) .| 13,45 £460 gare 
nicht erwirmt 14,245 


in Betracht gezogen werden kann. In den roten Muskeln dieser 
Kaninchen wurde in drei Fallen kein Unterschied, in einem, 
und zwar eben in III, weniger im erstarrten als im nicht er- 
starrten gefunden. 

Man hat bei diesen Versuchen aus verschiedenen Griinden 
Fehler zu befiirchten. Eine erste Fehlerquelle ist das hier viel 
weniger leicht als bei der viel diinneren Froschpfote tiefere 
Kindringen der Wirme. Nach viertelstiindigem Erwarmen auf 
45° C. war, wie oben gesagt, die Erstarrung noch sehr un- 
vollstiindig und sogar nach halbstiindiger Erwirmung auf 50 
oder 55° C. war die Erstarrung des am meisten in der Tiefe 
befindlichen Teiles des Gastrocnemius immer weniger voll- 
stiindig als der an die Haut grenzende Teil; weiter waren die 
roten Muskeln, besonders der so tief liegende Soleus, immer 
unvollstiindig erstarrt. Dazu kommt, dab, wie Gottlieb und 
Stangassinger fanden, in den Muskeln immer Kreatin zer- 
setzt wird. Es ist nicht unwahrscheinlich, dab diese Zer- 
setzung, beim getéteten Tier, durch die Erwiirmung, wenigstens 
solange die Temperatur nicht betriachtlich oberhalb 40° C. an- 
steigt, sehr gefoOrdert wird. Aber auch in den Muskeln der 
nicht erhitzten Pfote ist die Kreatinmenge eine halbe Stunde 
nach Einstellung des Blutstromes gewif nicht unverandert ge- 
blieben. Deshalb wurden folgende zwei Versuche in der Weise 
vorgenommen, dai die nicht erhitzten Muskeln sofort nach 
Toten des Kaninchens auspriipariert und gewogen wurden. Die 
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Muskeln der einen Pfote, rote und weife gesondert, wurden 
sofort fein zerschnitten und in 1°/oige HCI gebracht ; die Muskeln 
der anderen Pfote in zwei grofBen, mit Ringerscher Lésung 
gefiillten und zuvor auf die erwiinschte Temperatur erhitzten 
Probierrohren wahrend einer Viertelstundeerwarmt. Dann wurden 
auch diese Muskeln zerschnitten und mit der sie umgebenden 
Fliissigkeit, nach Zugabe von Salzsiéure bis zu einem Gehalt von 
1°/o, gekocht. Die Resultate gibt folgende Tabelle: 


| Muskel- | Kreatinin 
| gewicht 1 ¢ Muskel! 
|. Gastrocnemius, erstarrt (49°) . | 16,29 | 4,762 | + 0,018 
> nicht erstarrt .; 16,315 | 4,744 | 
> » nicht erstarrt. . 6,1 | 3,200 | 
Il. Gastrocnemius, erstarrt (49,5 °) 15,395 | 5,227 | + 0,240 
nicht erstarrt.| 15,42 | 4,987 
Roter Muskel, erstarrt . . . . 7,487 | 3,298 | 0,018 
nicht erstarrt .| 5,89 | 3,280 | 


Sodann wurden in weiteren zwei Versuchen die Muskeln 
der einen Pfote wiéhrend einer Viertelstunde auf 37° C. in 
Ringerscher Losung, die Muskeln der anderen Pfote wahrend 
derselben Zeit auf 50 oder 51° C. erwirmt. Folgende Uber- 
sicht zeigt die Resultate: 


Muskel- | Kreatinin | 
gewicht pro 1g Muskel| 
mg mg 
|. Gastrocnemius, erstarrt 51° 19,177 4,949 | 1..0,056 
nicht erstarrt 37°) 18,280 4,893 
Roter Muskel, erstarrt 51° 7,14 | 32160 0,270 
> >»  nichterstarrt 37° 7,70 | 2,946 | 
ll. Gastrocnemius, erstarrt 50°! 9,58 | 4,201 | 40,132 
nicht erstarrt 37° 972 4,069 | 
Roter Muskel, erstarrt 50°! 4,94 | 3,257 | +. 0,296 


> »  nichterstarrt 5,182 | 2,961 
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In 5 von den 8 Fallen wurde also in den weifen und 
in den roten Muskeln eine deutliche Steigerung des Kreatin- 
gehalts bei der Wiirmeerstarrung gefunden. Zieht man in Be- 
tracht, daf} dabei, ungeachtet der zweifellos bei diesen Ver- 
suchen in den Muskeln stattfindenden Kreatinzersetzung, nie- 
mals Verlust, sondern meistens eine deutliche Steigerung des 
Kreatingehalts in den erstarrten Muskeln gefunden wurde, so 
glauben wir schliefen zu kénnen, dab ebenso wie beim Tonus 
auch bei der Wirmeerstarrung der Muskeln Kiweili unter 
Kreatinbildung zerfallt. 

Auch bei spontaner Erstarrung, beim rigor mortis, wurde 
im allvemeinen der Muskelkreatingehalt gesteigert gefunden. 
Die Untersuchung wurde bei den niimlichen Kaninchen, die fiir 
die oben mitgeteilten Versuche verwendet waren, am flexor 
antebrachii und am pectoralis major ausgeftihrt. Die Muskeln 
wurden auspriipariert und in Salzsiure gebracht. und zwar 
die der cinen Seite 20 Minuten, eine halbe Stunde oder so- 
fort nach dem Tode, die der anderen Seite einige Stunden 
spiiter nach dem Auftreten der Erstarrung. Wenn Muskeln, in 
welchen die postmortalen Zersetzungen nicht sofort nach dem 
Tode mittels Salzsiure aufgehoben wurden, mit erstarrten 
Muskeln verglichen wurden, zeigten sich die Differenzen im 
Kreatingehalt das eine Mal in der einen, das andere Mal in 
der anderen Richtung, wie folgende Tabelle zeigt: 


~Muskel- Kreatinin 


| | mg 
I. 20 Minuten nach dem Tode . . «13,125 4.007 1441 
7 Stunden (erstarrt) 8,275 2.596 
25 Mi 5 415 2 506 
II. 3) Minuten 5,415 3.596 | ().137 
6 Stunden (erstarrt), 9,639 3733 
35 Minuten 7,725 3,392 10,608 
6 Stunden (erstarrt) 9,599 4,000 | 
r QF } > 4 
IV. 35 Minuten ee] 9,43 4,296 - 0.505 
Stunden  (erstarrt), 9,19 3,791 
35 Mi | | 
V. 35 Minuten 9,035 4,540 0,008 
5/2 Stunden » (erstarrt), 9,86 4,532 
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Die Vermutung, dafi nach dem Einstellen des Blutstromes 
zwei einander entgegengesetzte und voneinander unabhiingige 
Prozesse im Muskel sich abspielen, liegt auf der Hand. An 
der einen Seite Eiweifizersetzung mit Kreatinbildung, daneben 
aber Kreatinzersetzung. Diese Vermutung wird von folgenden 
Versuchen gestitzt: 


‘Muskel-, Kreatinin | 


_gewicht pro 1g Muskel, Pifterenz 
| mg omg 
| 
|. Sofort nach dem Tode . 6,38 3,968 
4 Stunden (erstarri) 68 4,092 
3 Stunden” - (erstarrt)) 8,59 6,856 
Ill. Sofort » | 7,067 | 3,758 | 4.0336 
3%4 Stunden » 7,700 | 
IV. Sofort 5085 | 4.0320 
3 Stunden » (erstarrt)) 4,745 4,234 | 


Hier wurde, wihrend in den Muskeln der einen Seite die 
Kreatinbildung nach dem Tode durch die Versucliseinrichtung 
aufgehoben war, der erstarrte Muskel immer reicher an Kreatin 
gefunden. In II, wo die Differenz besonders grof ist, wurde 
auch in dem sofort nach dem Tode behandelten Muskel mehr 
Kreatin als sonst beim Kaninchen gefunden, 

Wir schlieBen also, dab in den Muskeln der Wirbeltiere 
bei der Warmestarre sowohl als bei der spontanen Erstarrung 
(rigor mortis), ebenso wie beim Tonus, eine chemische Um- 
wandlung stattfindet, die zur Kreatinbildung Veranlassung gibt. 


Uber Adsorption geléster Stoffe. 
Von 
Erik Higglund. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 


(Der RKedaktion zugegangen am 20. Dezember 1909.) 


In den letzten Jahren ist das Studium der Adsorption 
geloster Stoffe immer mehr Gegenstand experimenteller und 
theoretischer Untersuchungen geworden. Unter denselben sind 
besonders diejenigen von Freundlich’) und die besonders von 
physiologischen Gesichtspunkten aus unternommenen Arbeiten 
von Michaelis und Rona zu nennen. Auf thermodynamischer 
Grundlage durch Betrachtung der Adsorption als Oberflachen- 


phinomen ist folgende Beziehung abgeleitet worden: 
c do 

In derselben ist: 

u == Uberschu von geléstem Stoff pro Oberfliicheneinheit, 

o = Oberflichenspannung, 

= Konzentration der Lésung. 

Diese Gleichung bedeutet in Worten: 

Nimmt die Oberflichenspannung mit steigender Konzen- 
tration zu, so ist u negativ: die Oberflaiche enthalt weniger 
gelésten Stoff als das Innere der Fliissigkeit ; nimmt umgekehrt 
die Oberflichenspannung mit steigender Konzentration ab, so 
reichert sich der geléste Stoff in der Oberflache an. Den ersten 
Fall bezeichnet man als negative, den letzteren als positive 
Adsorption. 

Auf Grund des Gibbs-Freundlichschen Theorems konnte 
man erwarten, daf Stoffe wie NaCl, KCl u. a., welche die Ober- 
flachenspannung des Wassers erhohen, in wasseriger LOsung nega- 


') Siehe H. Freundlich, Kapillarchemie, 5, 52. 
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tive Adsorption zeigen. In der Tat glaubte Lagergren') gefunden 
zu haben, daB Salzlosungen wie NaCl, KCl, KBr, NH,Cl, NH,Br, 
MgC], nach der Behandlung mit Kohle, Kaolin oder Glaspulver 
negative Adsorption zeigen. Ich werde auf seine Arbeit spéater 
zuruickkommen. Indessen haben andere Forscher bei verschie- 
denen Untersuchungen negative Adsorption nicht konstatieren 
konnen. Freundlich?) hat selbst negative Adsorption nicht 
beobachtet. Van Bemmelen’) hat eine grofbe Menge Ver- 
suche mit verschiedenen Adsorbentien (SnQ,, SiO,, MnO,) ge- 
macht. Er hat immer positive Adsorption von Stoffen wie 
KC], K,SO,, KNO, u. a. beobachtet. Zu demselben Resultat 
ist Kellner+) auf anderem Wege gekommen. Beachtenswert 
sind auch Untersuchungen von Evans.5) Als Adsorbentien 
wurden Filtrierpapier und SiO, benutzt. NaCl, KCl, BaCl,, 
HC] und CuSO, wurden untersucht. Negative Adsorption konnte 
er nicht finden. Schlieflich sind noch Versuche von Thoulet®) 
zu erwahnen, welcher an Quarz, Kaolin und Marmor durchweg 
positive Adsorption von NaCl und BaCl, gefunden hat. 

Da sich also die vorliegenden Resultate widersprechen 
und da anderseits der experimentellen Aufklarung der tatsiich- 
lichen Verhiiltnisse ein erhebliches Interesse zukommt,*) habe 
ich auf Veranlassung von Professor H. Euler eine neue Reihe von 
Versuchen ausgefiihrt. Dabei wurden diejenigen Salzlésungen 
untersucht, die gemiifi den Untersuchungen Lagergrens die 
grofite negative Adsorption zeigten. 

Wie gleich erwihnt werden soll, stehen meine Befunde 
nicht in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen Lagergrens. 

Da auf die Reinheit der Adsorptionsmittel und die Methodik 


') Bih. t. Sv. Vet. Akad. Handl. 1898. 

*) Zeitschrift f. physik. Chem., Bd. LVI, S. 315. 

*) Journ. f. prakt. Chem., Bd. XXIII, S. 324, 379 (1881). — Zeitschrift 
f. physik. Chem., Bd. XVIII, S. 331 (1895). — Zeitschrift f. anorg. Chem., 
Bd. XXIII, S. 111, 321 (1900); Bd. XXXVI, S. 380 (1903). 

*) Wied, Ann., Bd. LVII, S. 79 (1896). 

®) The Journ. of Phys. Chem., Bd. X, S. 290 (1906). 

°) Compt. rend., Bd. XCIX, S. 1072 (1884), und Bd. ©, S. 1002 (18835). 

*, Vgl. Wo. Ostwald, Grundrif der Kolloidchemie, S. 406 (1909), — 
H. Freundlich, Kapillarchemie, S. 165 (1909). 
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die grobte Sorgfalt verwendet wurde, so darf also behauptet 
werden, dah negative Adsorption bei den untersuchten Salz- 
losungen nicht existiert. 


Versuche. 


Die Adsorptionsmittel Kohle und Kaolin wurden aufs sorg- 
filtigste gereinigt. Die Kohle, die bei anderen Versuchen sich 
sehr wirksam gezeigt hatte. wurde mit ca. 1-n-HCl ausgekocht 
und darauf so lange mit heibem destillierten Wasser gewaschen, 
bis jede Spur von Cl-lonen verschwunden war. 38,1141 g Kohle 
gaben beim Gliihen einen Riickstand von 0.0469 g Asche. Die 
Kohle wurde darauf im Trockenschrank bei 160° yvetrocknet 
und darauf in Wagellaschen mit geschliffenen St6pseln eebracht, 
da die trockene Kohle schnell Wasser aus der Atmosphiire 
aufnimmt. In der gleichen Weise wurde auch Kaolin behan- 
delt, indem es im Trockenschrank in Platinschalen bis zur 
Gewichtskonstanz gewogen wurde.  betrichtliche Quantitiiten 
wurden in dieser Weise hergestellt, um stofflich einheitliches 
Material zur Verfiigung zu haben. Lagergren hat auch Glas- 
pulver als Adsorbens angewandt. Anstatt Glaspulver habe ich 
Glaswolle benutzt, die durch HCl und dann mit Wasser von 
UberschuB an Alkali befreit wurde. 

Die Adsorbeitien wurden nach der Abwigung in Roéhren 
gefiillt. Die Salzlosung wurde sodann abpipettiert und in die 
Rohren gebracht, worauf dieselben sofort zugeschmolzen wurden. 
Sie wurden dann in einem Thermostaten mittels eines Motors 
in rotierende Bewegung versetzt. Nachdem die Roéhren eine 
bestimmte Zeit geschiittelt worden waren, wurden sie im gleichen 
Thermostaten in vertikale Stellung gebracht, wobei sich das 
Adsorbens absetzte. Sobald die tiberstehende Losung sich ge- 
kliirt hatte, wurden die Réhren gedffnet. Die Losung wurde 
hierauf mit einer Pipette entnommen und die Konzentrations- 
bestimmung bezieht sich somit auf die gleiche Temperatur, bei 
welcher die Réhren geschiittelt’: wurden. 

Die Kontrollversuche, also die Gehaltbestimmung der ur- 
spriinglichen Salzlésung geschah bei den in den Tabellen an- 
gegebenen nahe liegenden Temperaturen; in dieser Weise wurden 
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Versuchsfehler durch die Ausdehnung eliminiert. Der Gehalt 
der LOsungen wurde durch Titrierungen mit Silbernitrat er- 
mittelt. Als Indikator diente Kaliumchromat. Die folgenden 
Tabellen geben eine Ubersicht der Versuche. 


Tabelle I. 
MgCl, 
| 
| | Anzahl Gehalt von Gehalt von 
| | 10 ecm 10 ccm 
Adsorbens | der Temp. | der Lésung der Lésung, bierte 
vor der nach der | 
schiittelt | Adsorption; Adsorption| 
| | | 
I. Kaolin 18 33,2°) 3 | 1175 g +-0,004 
UL. 60 » | 4  |(Mittelaus) 4451, 0.004 
| | 1176u. | | | 
Il. Kohle 5») 70 | 4 1,174 g) 1172. -+-0,003 
Tabelle II. 
KCl. 
| | | | | 
Anzahl] Gehalt von Gehalt von 
Volumen | Adsoi 
Adsorbens der Temp. der Lésung der Lésung_ bierte 
| | der | nach der | 
Lésung | schiittelt Adsorption Adsorption Menge 


l.Kaolin 3g, 30cem | 33,2° 3 0,9685g 0,9661g +0,0024 


| 
Glaswolle 2 > 30» (33,2° Mittel von) 9.9590. + .0,0095 
| > 

Ill Kaolin 20») 60 37,59 4 +.0,0005 
IV.Kohle 5» 60 » | 37,59 » |+.0,0053 
Tabelle III. 

KBr, 
| | | | | | 

Volumen | | von Gehalt Yon 
Adsorbens der Temp,| Stunden der Lésung der bierte 
er ge | vor der, nach der 

| Lisung | schiittelt Adsorption Adsorption Menge 
i i 
| | | | | 
i oe . 7696 \ > 
£ | | | 0,7694 527695 (00 +- 
40 » 4 | Mittel von | 0.9623 +-0,0100 
| | (0.9725) | 
| 0.9721 9728 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXIV. 20 
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Tabelle IV. 
NH, Br. 
| | 
| Anzah] Gehalt von Gehalt von 4 
| | | Stunden|, 10 ccm 10 ccm 
Adsorbens der Temp.. Lésung der Lésung) bierte 
_— | ge- vor der | nach der 
| Lésung | schiittelt Adsorption Adsorption Menge 
| 
I. Kaolin 18 z| 70 ccm | 33,2° 3 | 0,744 | 0,744 0,000 
| 
ll.Kohle 5 70 » | 382° 3 0,744 | 0,737  |+0,007 
| | | 
Ill. Kaolin 6,5» 40 | 4 | 0,744 | 0,744 0,000 
Tabelle V. 
NaCl. 
Anzah|| Gehalt von  |Gehalt von 
Adsorbens) der Temp. der Lésung der Lésung! bierte 
Fie ge- vor der nach der 
| | schiittelt} Adsorption | Adsorption Menge 
I Kaolin! | | | 
| 30ccem | 33,2°| 3 | 0,5015 g 0,0012 
8g | 
II. Kohle | | 0.0028) Mittel | 
"3 | 20 | 33,29 3B 4 0.5027 0,5020 » -+-0,0007 
0,5026) | | 
MI. Kohle| 49 » |87,5°| 5 -+.0,0076 


Aus diesen Tabellen geht direkt hervor, dafi negative 
Adsorption nicht beobachtet worden ist. Diese Resultate 
stehen also in Widerspruch mit denen von Lagergren. 

Um eine Vorstellung von der Gréfe des von Lagergren 
beschriebenen Effektes zu geben, setzen wir seine Versuche, 
welche den Lesern dieser Zeitschrift vielleicht nicht leicht zu- 
gianglich sind, hierher (s. Tab. VI). 

Wie zunichst bemerkt werden soll, besteht Parallelitat 
zwischen den von Lagergren gefundenen Adsorptionswerten 
und den von Réntgen und Schneider!) gemessenen Ober- 
flachenspannungen der entsprechenden Salzlosungen. 


‘) Wied, Ann., Bd. XXIX, S. 165 (1886). 
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Die Ursache der durchgehend starken Abweichung zwischen 
meinen Versuchen und denen von Lagergren muff auf der 
verschiedenen Reinheit der Adsorptionsmittel und auf Ver- 
schiedenheiten in der der Versuchsmethodik beruhen. 


Tabelle VI. 

| Salzlésung pe Gehalt der Salz- Temp. Adsorbierte 

| lésung auf 100 ccm Menge 
NaC] | Tierkokle 5 g | 5,712 g 0° | — 0,023 
| 5,713 » 0° | — 0,026 

Kaolin 20 » 2,944 » 35° | — 0,039 

| 20 5,825 » 35° | — 0,051 
NaNO, | Tierkohle 5 » | 8,304 » 35° | + 0,037 
Na,SO, > 10> 2,381 > 0° | + 0,039 
Kaolin 20 > 3,273 » 0° | + 0,019 
Tierkohle 10 » | 2381 » 35° | — 0,008 

Kaolin 20 » 5,989 » 35 ° — 0,009 
KC] Tierkohle 5 » 7,327 » 35° | — 0,019 
Kaolin 10 > 5,639 » 35° | — 0,057 

20 » 15,426 » 35° — 0,093 
KNO, Tierkohle 5 > 9,629 » 35° | + 0,096 
K,SO, > 5 > 8,149 » 35° | + 0,010 
Kaolin 20 » 3,967 » 35° | — 0,004 

Tierkohle 10 » 3.967 > 0° | +. 0,027 
NH, Cl 5 > 5,385 » 35° | — 0,078 
5,337» 35° | — 0,181 

Kaolin 10 » 5,062 » | 35 ° — 0,037 

20 » 5,062 35° | — 0,069 

> Glas 15 » 5,060. » 35° | — 0,082 
NH,Br | Kaolin 10 >» 6,958 » 35° | — 0,056 
2) » 6,958 » 35° — 0,084 
NH,NO, | Tierkohle 5 » | 7,920 » 35° | + 0,063 
(NH,),SO, 9,034 » 35° | — 0,060 
BaCl, Kaolin 20 » 8.851 » 35° 0,000 
Ba(NO,), ‘ 20 » 2425 » 35° | + 0,013 
MgCl, ‘ 20 » 20,640 » 35° | — 0125 


20* 
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Bei meinen eigenen Versuchen war auf die Reinheit der 
Adsorptionsmittel das gréBte Gewicht gelegt worden. Wie aus 
der Tabelle hervorgeht, ist die mittlere Abweichung meiner 
Versuchsresultate durchgehend sehr klein. Sie liegt entweder, 
wie bei dem Versuch mit NaCl, unter dem fir positive Ad- 
sorption gefundenen Werte, so dafi also eine positive Ad- 
sorption hier ganz sichergestellt ist, oder sie erreicht denselben 
Betrag wie die beobachtete positive Adsorption. Hervorzuheben 
ist, dab in keinem Fall ein Anzeichen fiir negative Adsorption 
gefunden worden ist, und wiirde eine solche bei NH,Br exi- 
stieren, so liegt sie jedenfalls im Bereich der Versuchsfehler. 

Die Hauptursachen der auffallenden Resultate Lager- 
grens diirften teils in seiner Versuchsmethodik und teils in 
der Léslichkeit der Adsorptionsmittel bezw. der in denselben 
enthaltenen Verunreinigungen zu suchen sein. Lagergren hat 
seine Gehaltsbestimmungen hauptsichlich mit dem Pyknometer 
ausgefiihrt; leider gibt er seine direkten Beobachtungen nicht 
an, sondern nur die daraus berechneten Salzkonzentrationen. 
Die Unsicherheit der Lagergrenschen Versuche gibt sich aus 
folgender Uberschlagsrechnung : 

In den beiden ersten Versuchen der Tabelle betrigt die 
in 100 cem geléste Salzmenge 5,712 g, die Gehaltszunahme 
im gleichen Volumen 0,025 g, also 0,44°/o. Welche Variation 
im spezifischen Gewicht mit einer solchen Anderung des Salz- 
gehaltes verbunden ist, zeigt folgender Versuch einer Lésung 
von 5,2488 g KCl in 100 ccm Wasser. 

Spez. Gewicht einer Lisung von 5,2488 g KCl in 100 ccm Wasser 1,0325 
; > §2000>» » » 100 1,0323 

Eine Verminderung des Salzgehaltes von 1°/o ruft in 
Losungen von dem Gehalt, wie sie Lagergren untersucht hat, 
nur eine Anderung des spezifischen Gewichtes in der vierten 
Dezimale hervor. Wie erwahnt, betrigt aber die von Lager- 
gren beobachtete negative Adsorption weniger als 1°/o. Die 
Berechnung der «negativ adsorbierten» Menge beruht also in 
hohem Grade darauf, nach welchen Tabellen Lagergren seine 


Beobachtungen ausgerechnet hat. 
DaB aber bei gewissen Salzen stets eine Zunahme des 
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Salzgehaltes, also «negative» Adsorption gefunden wurde, diirfte 
zweifellos auf der aus dem Adsorptionsmittel gelésten Substanz 
beruhen. Bei anderen Salzen wie Natriumnitrat und Ammonium- 
nitrat ist offenbar die Léslichkeit des Adsorptionsmittels durch 
die wirklich vorhandene positive Adsorption verdeckt. Bei diesen 
Salzen diirfte also die positive Adsorption zu klein gefunden 
worden sein. 

Die obigen Resultate zusammenfassend kann also gesagt 
werden, dafi negative Adsorption an den Adsorptionsmitteln 
Kaolin, Kohle und Glas bei den bis jetzt untersuchten Salzen 
nicht eintritt. 

Ein Widerspruch gegen die eingangs erwahnte Theorie 
braucht indessen nicht angenommen zu werden. Die Ober- 
flachenspannung von Lésungen gegen feste Substanzen kennen 
wir namlich nicht, und es ist keineswegs notwendig, anzunehmen, 
dai Salze die Oberflaichenspannung des Wassers gegen Kohle 
und Kaolin in der gleichen Weise andern wie gegen Luft. 


f 


Uber Carnaubon: Ein glycerinfreies Phosphatid, lecithinahnlich 
konstituiert mit Galaktose als Kern. 
Von 


Edward K. Dunham, M. D., New York 
und C. A. Jacobson, Ph. D., Reno, Nevada. 


(Der Redaktion zugegangen am 5, Januar 1910.) 


Vor zwei Jahren hat der eine von uns kurz tiber ein 
aus Rindernieren mit Alkohol extrahiertes Lipoid berichtet, das 
Carnaubinsaure liefert'). Damals wurde tiber die Eigenschaften 
dieses Lipoids nur sehr wenig mitgeteilt, da es noch Gegen- 
stand der Untersuchung war. Wir méchten jetzt die Substanz 
eingehender beschreiben, und machen den Vorschlag, sie 
Carnaubon zu nennen; einen kurzen Namen, der trotzdem 
die komplizierte Zusammensetzung der Substanz andeuten 
wiirde, zu finden, ist uns nicht gelungen. 

In der friiheren Mitteilung ist die Methode, die zur Dar- 
stellung des Carnaubons angewandt wurde, nur skizziert; sie 
soll zunachst ausfiihrlich beschrieben werden. 

I. Die Gewinnung des Carnaubons. Auf dem Markt gekaufte 
Rindernieren wurden moglichst vom sichtbaren Fett befreit 
und mit der Wurstmaschine zerkleinert. Etwa 35 kg des 
Breies wurden mit 101 95°/oigem Alkohol gekocht. Der braune, 
fluorescierende Extrakt wurde durch ein Tuch vom Gewebe 
getrennt und weggeworfen. Hierauf extrahierte man _ den 
Riickstand erst einmal mit 95°/oigem und dann mehrmals mit 
85°/oigem Alkohol. Die Ausziige wurden heif filtriert, vereinigt und 
in Eiswasser bis auf etwa Null Grad abgekiihlt. Nach 12—14 
Stunden setzte sich ein hellgelber wachsahnlicher Niederschlag 
zu Boden. Er wurde auf einem Filter gesammelt, trocken 
gesaugt, dann in 500 ccm Benzol, in dem er fast vollstandig 
léslich ist, aufgenommen, und die Lésung filtriert und durch 
Destillation unter vermindertem Druck bis zum dicken Sirup 


‘) Dunham, E. K., «The Isolation of Carnaubic Acid from Beef 
Kidney» — The Journal of Biological Chemistry, Bd. IV, S. 297. 
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eingeengt. Letzterer wurde mit 500 ccm Ather im Scheide- 
trichter gut geschittelt und das Gemisch ruhig stehen gelassen. 
Nach 6 bis 7 Stunden schied sich ein feiner, weiBer Nieder- 
schlag ab. Der Ather wurde dann abgehoben, und der Nieder- 
schlag so lange mit frischem Ather behandelt, bis dieser sich 
nicht mehr farbte. Die weitere Reinigung des Niederschlags 
geschah durch viermaliges Umkrystallisieren aus heifem 95°/oigem 
Alkohol. Zum Schlu8B wurde die Substanz noch im Soxhlet- 
Apparat mit Ather extrahiert. Das auf diese Weise gewonnene 
Produkt ist es, dessen wir uns zu den meisten unserer Unter- 
suchungen bedienten. Es ist nicht ausgeschlossen, daB er ein 
Gemenge angewandter Substanzen darstellt, die von einander 
im Stickstoffgehalte abweichen, Ja, wir glauben sogar, dab 
dies der Fall ist, denn wir haben in der letzten Zeit beobachtet, 
Amylalkohol eine weitere Trennung erméglicht. Wir 
kommen auf diesen Gegenstand noch zuriick. Fiir die Haupt- 
zwecke unserer Untersuchungen ist indessen das nach der ange- 
gebenen Methode gereinigte Carnaubon vollkommen brauchbar. 

Wir erhielten ungefiihr 6g Carnaubon aus 35 kg feuchten 
Nierengewebes. Die Ausbeute wird durch Faulnis nicht merklich 
beeinfluBt. Es ist deswegen wahrscheinlich kein Nachteil, da’ 
wir die Nieren nicht direkt vom Schlachthaus bezogen, sondern 
auf dem Markt kauften. 

IT. Hypothetische Formel fiir Carnaubon. Ehe wir an die 
ausfitihrliche Beschreibung unserer Untersuchungen herangehen, 
méchten wir die erhaltenen Resultate in einer hypothetischen 
Formel zum Ausdruck bringen. Diese Formel griindet sich 
auf die Annahme, dali das Carnaubon eine Amino-Galaktose 
ist, mit welcher drei Fettsiiuren und Phosphorsiéure in Ver- 
bindung stehen, die Phosphorséure tiberdies mit zwei Cholin- 
gruppen. Die Fettsauren sind Carnaubin-, Stearin- und 
Palmitinséure. Die Formel lautet: 

CyHyNO. C.,H,,0,. CygHs,0.. PO,(C3H,,NO), 

Empirisch zusammengezogen nimmt sie die Form C,,H,,.N, 
PO,, an; es handelt sich also um ein Triazomonophosphatid. 

Aus der Formel berechnet sich folgendes quantitative 


Verhaltnis der Komponenten: 


‘ 
— 


304 Edward K. Dunham und C. A. Jacobson, 


C 67,24 Carnaubinsdure 27,90° 0 Cholin 18,35 °/o 
H 11,47 Stearinsdure 21,23 °/o Methyl 6,83 °/o 
N 3,19 Palmitinséure 19,41 °/o Galaktose 13,64 °/o 
P 2,36 Simtliche Fettsiuren 68,54 
O 15,75 

100,00 


Die experimentelle Verwirklichung der Erwartungen, zu 
denen man durch die Formel gelangt, erscheint von vornherein 
fiir einige der Komponenten ziemlich schwierig, fiir andere 
derselben verhiltnismabig leicht. Wir werden unsere Resultate 
so zusammenstellen, daf sich klar ergibt, bis zu welchem 
Grade die analystischen Werte mit den auf die Forme! basierten 
theoretischen Erwartungen im Einklang sind. 

ITI. Elementaranalysen des Carnaubons. Die Verbrennung 
nach der Liebigschen Methode liefert nach unseren Erfahrungen 
beim Carnaubon zuverliassigere und etwas hdhere Werte als 
das Dennstedtsche Verfahren. Die nach Liebigs Methode 
erhaltenen Resultate sind folgende: 


CO, H,0 C H 
0,1910 Substanz: —0,4677 00,1975 11,59 %o 
03571 0,8800 0,3715 —-11,66 
0.2257 0,5555 00,2236 7,13%Jo 11,11 
0.2414 0,5939 67,10 
0,2102 > 0,5182 0,2145 67,24/o 11,44°)5 
01813 >» 0,4472 —0,1926 67,270 11,91 
Im Durchschnitt. . . 67 11,54 
Die Theorie verlangt: 67,24°%/o 11,47 /o 


Der Phosphor wurde als Magnesiumpyrophosphat bestimmt, 
: nachdem das Carnaubon durch eine Mischung gleicher Teile 
konzentrierter Schwefel- und Salpetersaéure feucht verbrannt 
und aus der verdiinnten Lésung durch salpetersaures Ammoniak 
und Ammonmolybdat die Phosphorsaéure niedergeschlagen war. 


0,4840 0,0358 2,06°%/o P 
0,4200 0,0359 238% » 
0,4387 0,0338 2,15°%o » 
0,6718 0,0517 2,14°%o » 
0,5951 > 0,0481 > 2,25°/o » 
0.3663 00296 > 2,250» 
0,6751 0,0489 2,02°/0 » 
0,6042 0,0473 > » 

Im Durchschnitt. . . 2,18%Jo P 


Die Theorie verlangt: 2,35 °/o 
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Den Stickstoff haben wir nach Kjeldahl! bestimmt, unter 
Zusatz von schwefelsaurem Kalium beim Erhitzen mit der 
konzentrierten Schwefelsdure : 


0,4480 Substanz: 8.15 ecm ®/10-Séure 2,55 °/o N 
0,4189 8.20 2,75 °/o 
0,4252 8,10 2,67 °/o » 
0,4261 > 9,42 3,10 °/o » 
0,4016') 8,22 2,87 %/o »') 
0,4769 ') 9,70 » 2,86 » 4) 
0,4544 9,35 > 2,88 °/o » 
0,4845 » 9,70 2,81°/0 » 
0.61967) 12,93 > 2,93 »*) 
1,4340 ?) 29,88 2,93 °%o »*) 


Im Durchschnitt. . 2,84°o N 
Nach der Theorie: 3,19°/o » 

Andere Elemente haben wir nicht entdecken kénnen. In 
manchen Préaparaten fand sich zwar eine Spur Schwefel, wir 
betrachten denselben aber als Verunreinigung. 

Die vorliegenden Resultate der Elementaranalyse stimmen 
nicht sehr genau mit der Theorie. Die vorgeschlagene Formel 
ist indessen nicht blo auf die Resultate basiert, sondern auch 
auf die Bestimmungen der Fettsdéuren, des Cholins und der 
Methylgruppen, deren Ergebnisse unten folgen. Die Elementar- 
analysen lassen vermuten, dai die benutzten Priiparate des 
Carnaubons nicht ganz rein waren, denn das Verhiltnis von 
Phosphor zu Stickstoff war nicht befriedigend einfach, sondern 
meistens ungefiihr = 3:7. Solch ein Verhiiltnis wiirde auf 
ein sehr grofies Molekiil deuten. Es ist jedoch viel wahr- 
scheinlicher, dai die Praparate des Carnaubons 6fters etwas 
Stickstoff verloren hatten. Diese Vermutung hat in letzter Zeit 
insofern eine Stiitze erhalten, als wir gefunden haben, dab es 
méglich ist, durch Amylalkohol ein Praparat des Carnaubons 
zu gewinnen, das diese teilweise Zersetzung nicht erlitten hat. 


Die Analyse eines solchen Priparates ergab: 
0,13885 Substanz 0,3387 CO, und 0,1406 H,0. 
0,52687 0,01681 N. 
0.51713 »  0,0443  Mg,P,0,. 


') Drei Bestimmungen bei demselben Priparat des Carnaubons. 
*) Doppelbestimmung bei demselben Priparat des Carnaubons. 
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C H N P 

Gefunden: 66,70, 11,38, 3,19, 2,38. 

Berechnet fiir C,,H,,,N,PO,,: 67,24, 11,47, 3,19, 2,35. 

Die Verbrennung wurde nach der Dennstedtschen Me- 
thode ausgefiihrt, die nach unserer Erfahrung, wie schon hervor- 
gehoben, beim Carnaubon zu niedrige Resultate gibt. 

IV. Die Fettséuren aus Carnaubon. Eine einfache Hydro- 
lyse des Carnaubons durch Séuren bezw. Alkalien ist nicht 
leicht zu bewirken. Diese Tatsache erkliért sich wahrscheinlich 
durch eine besonders feste Bindung zwischen Zucker und Fett- 
sauren. 

Ist aber eine oxydierende Wirkung mit beteiligt, dann 
werden die Fettsaéuren verhiltnismiébig leicht abgespalten. Wir 
erhielten die besten Resultate bei Einwirkung mifigverdiinnter 
Salpetersdure. 5 g Carnaubon wurden mit 100 ccm Salpeter- 
siure, spezifisches Gewicht 1,15, in einem Kolben mit Riick- 
fluBkiihler auf dem Wasserbad erst gelinde, dann stark erhitzt, 
im ganzen 24—30 Stunden lang. Hierbei werden salpetrigsaure 
Dampfe abgegeben, und zuletzt schwimmt eine klare Schicht 
Fettséiuren auf der Oberflache der Fliissigkeit. Diese Schicht 
erstarrt bei Zimmertemperatur zu einem hellgelben, harten 
Kuchen, der in Ather vollkommen léslich ist. Die so erhaltenen 
Fettsiiuren wurden in Ather gelést und im Scheidetrichter mit 
Wasser gewaschen, und enthielten dann nur Spuren Stickstoff. 
Nach drei Gewichtsbestimmungen an drei verschiedenen Car- 
naubonpraparaten wurden bezw. 68,14°/o, 69,50°/o und 68,29 °/o 
Fettsiiuren erhalten, im Durchschnitt 68,64°/o. Die Theorie 
verlangt 68,54°/o. Dies genau der Theorie entsprechende Re- 
sultat kann Zufall sein, indem wahrscheinlich etwas Fettsaure 
verloren ging, wihrend kleine Spuren Verunreinigungen vor- 
handen gewesen sein mégen. Aber diese einander kompen- 
sierenden Zahlen sind sicherlich gering gewesen. 

Carnaubinséure sich aus dieser Mischung der Fett- 
siuren trennen, entweder durch Esterbildung mit 5°/o gesattiger 
alkoholischer Salzsiure, welche die Carnaubinsaure sehr leicht 
in ihren Athylester verwandelt, oder durch Fallung als Lithium- 
seife, da carnaubinsaures Lithium in kochendem 50°/oigem 
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Alkohol unléslich ist. Nach dieser Fallungsmethode haben wir 
27,30°/o Carnaubinsdéure im Carnaubon gefunden. Die Theorie 
wirde 27,90°/o erfordern. Nach einmaligem Umkrystallisieren 
aus Aceton war der Schmelzpunkt der Substanz 72—72,5° 
(unkorrigiert). 
Die Analyse des Silbersalzes der so erhaltenen Carnaubin- 
siure ergab: 
0,2174 Substanz 0,4835 CO,, 0.1893 H,O, 0,0500 Ag. 
GC Ag 
Gefunden: 60,67, 9,77, 23,02. 
Berechnet fiir AgC,,H,,O,: 60,60, 9,97, 22,70. 
Der Methylester, durch Erhitzen einer Losung der Fett- 
siure in Methylalkohol mit Schwefelsiiure erhalten, hatte den 
Schmelzpunkt 54,3° (unk.), nachdem er aus Aceton einmal um- 


krystallisiert worden war. Die Verbrennung ergab: 
0,1990 Substanz 0,5718 CO,, 0,2309 H,0. 


C H 
Gefunden: 78,37, 12,99. 
Berechnet fiir CH, -C,,H,,O,: 78,45, 1318. 

Die tbrigen Fettsiuren lassen sich weniger leicht trennen 
bezw. bestimmen. 

Das heife Filtrat vom carnaubinsauren Lithium wurde 
auf Zimmertemperatur abgekiihlt. Es bildete sich ein weifer 
Niederschlag. Dieser wurde auf einem Filter gesammelt, mit 
50°/oigem Alkohol gewaschen und durch verdiinnte Salzséure 
zerlegt. Die freien Fettsiuren wurden in dtherischer Lésung mit 
Wasser gewaschen, der Ather verjagt und der Riickstand aus 
80°joigem Alkohol krystallisiert. Der Schmelzpunkt der auf diese 
Weise erhaltenen Siuren war nicht scharf, sondern schwankte 
zwischen 55 und 58° (unk.). 

Die Verbrennungen zweier Priparate aus zwei verschie- 
denen Carnaubonproben ergaben: 


C H 
[. 0,2128 Substanz 0,5904 CO,, 0,2370 H,O 75,65 12,46 
Il. 0,3063 0,8443 » 0,3492 » 75,18 12,76 
Mittelwerte 75,42 12,61 
Berechnet fiir C,,H,,O, 75,48 12,68 


Es lag also vermutlich eine aiquimolekulare Mischung von 
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Stearin- und Palmitinséure vor, die einen Schmelzpunkt von 
etwa 57,4° zeigen sollte. 

Wir haben kleine Mengen Stearin- und Palmitinsaure aus 
dieser Mischung isolieren kénnen, indem wir die Lithiumseifen 
in absolutem Alkohol durch Kochen auflésten und die Losung 
auf Zimmertemperatur abkiihlten. Der Niederschlag, der sich 
hierbei bildete, wurde auf einem Filter gesammelt und mit Salz- 
siiure zerlegt, die freie Saure gewaschen und zweimal aus 
Aceton umkrystallisiert. Kine Verbrennung lieferte folgende 
Resultate : 

0,1786 Substanz 0.4983 CO,, 0,2016 H,O. 
C 

Gefunden: 76,08, 12,63. 

Berechnet fiir C,,H,,0,: 75,98, 12,76. 

Das Filtrat vom stearinsauren Lithium wurde zur Trockene 
eingedampft, mit verdiinnter Salzsaure zerlegt und die freie Fett- 
siure in atherischer L6sung mit Wasser gewaschen. Nach Ab- 
dampfen des Athers wurde die Séure durch Kali in 80°/oigem 
Alkohol verseift und die Seifenlésung mit Baryumacetat fraktioniert 
gefillt. Der erste Niederschlag wurde vernachlassigt und aus 
dem Rest die Fettséure durch verdiinnte Salzséure freigemacht 
und zweimal aus 80°/oigem Alkohol umkrystallisiert. Obgleich 
die Ausbeute recht gering war, machten wir eine Verbrennung 
mit folgendem Erfolg: 

0,0928 Substanz 0,2552 CO,, 0,1047 H,O. 
C H 

Gefunden: 75,00, 12,63. 

Berechnet fiir C,,H,,0,: 74,92, 12,59. 

Alle diese Resultate sind unter einander und mit der 
Theorie in Einklang. 

Man kann auch durch alkalische Kaliumpermanganatlésung 
die Fettséuren aus dem Carnaubon erhalten; die Ausbeute ist 
dann aber nicht quantitativ, denn die Fettsiéuren erleiden dabei 
eine teilweise Oxydation bezw. Spaltung, unter Bildung ein- 
facherer Substanzen. Sie kénnen sogar ganz vernichtet werden 
und man erhiilt dann gar keine der héberen Fettséuren. Wenn 
aber die Wirkung nicht so weit getrieben wird, gewinnt man 
leicht etwa zwei Drittel der Fettséuren. Wir haben diese 
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Mischung der Fettséuren nicht analysiert, dagegen einmal fiir 
sie den Mittelwert der Molekulargewichte bestimmt durch Neu- 
tralisieren mittels zehntel-normaler Natronlésung. Der Erfolg war: 
0,1995 Fettsiuremischung: 6,65 cem /10-NaQH. 
Durchschnittliches Molekulargewicht, gefunden 300. 
Berechnet fiir C,,H,,O,, C,,H,,0, und €,,H,,0, 303. 

Die Base aus Carnaubon. Mit Saéuren oder Alkalien be- 
handelt, liefert Carnaubon eine stickstoffhaltige Base, die wir 
als Cholin erkannt haben. Diese Base kann nach der Behand- 
lung mit verdiinnter Salpetersiiure aus der Fliissigkeit durch 
Phosphorwolframséure geféllt werden. Die Methode ist aber 
etwas umstindlich und die Ausbeute nicht befriedigend. 

Die Methode der Bestimmung, die uns am besten gliickte, 
war die Behandlung mit Baryt. Das Cholin wird durch dieses 
Reagens zwar teilweise zersetzt, aber man kann sich iiber den 
Umfang dieser Zersetzung orientieren, indem man die gebildeten 
fliichtigen Basen in einer bekannten Menge Saure auffaingt. Wir 
teilen einen solchen Versuch mit: 0,8827 g Carnaubon, in 
100 eem 80°/oigem Alkohol gelést, wurden in einem Kolben 
mit 8 g Baryt auf dem Wasserbad erhitzt. Durch die Mischung 
wurde ein mittels Kali- und Schwefelséiure gewaschener Luft- 
strom gesaugt, der zuletzt durch 25 cem !/10-n-Salzséure hin- 
durchging. Nach 12 Stunden war der Alkohol verdunstet. 
Nunmehr wurden 100 ccm 80°/oiger Alkohol zugesetzt und die 
Mischung weitere 12 Stunden lang erhitzt. 1,96 ccm der "/10- 
Sadure waren jetzt durch fliichtige Basen neutralisiert, entsprechend 
2,69°/o Cholin. Wir unterbrachen hierauf den Versuch, gaben 
zu dem Inhalt des Kolbens 150 ccm Wasser hinzu und leiteten 
die Mischung Kohlensaure hindurch. Sodann wurde heifi filtriert, 
der Niederschlag mit heijem Wasser gewaschen und das Filtrat 
auf etwa 200 ccm eingeengt, mit Salzséure ganz schwach an- 
gesiuert und schlieflich bis zur Trockene eingedampft. Der 
Riickstand wurde mit absolutem Alkohol extrahiert, der Extrakt 
iltriert und zum Filtrat eine alkoholische Platinchloridlésung 
hinzugefiigt. Es bildete sich sofort ein orangegelber Nieder- 
schlag. Am niachsten Tag wurde dieser Niederschlag auf einem 
Filter gesammelt, mit absolutem Alkohol chlorfrei gewaschen 
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und getrocknet. Hierauf wurde er in warmem Wasser auf- 
gelést und die Lésung in eine gewogene Schale filtriert, ein- 
gedampft und bei etwa 95° bis zum konstanten Gewicht ge- 
trocknet. Das Gewicht der so erhaltenen Krystalle betrug 
0),2225 g. Auf Cholin berechnet ergibt das 9,93°/o des ange- 
wandten Carnaubons. Addiert man hierzu das zersetzte Cholin 
(2,69°/o), so betrigt die Ausbeute 12,62°/o. Die Theorie ver- 
langt 18,35°/o, also annéhernd 50°/o mehr, als erhalten wurde. 
Bedenkt man aber, das benutzte Carnaubonpraparat 2,93 °/o 
Stickstoff statt der theoretischen 3,19°/o, somit wahbrscheinlich 
schon Cholin verloren hatte, so wird man nicht 18,35 °/o, sondern 
nur 16,09°/o Cholin erwarten kénnen. Hiernach hatte unsere 
Bestimmung 78,42 der zu erwartenden Cholinmenge ergeben. 
Ein Teil des Carnaubons diirfte tiberdies der Einwirkung des 
Baryts entgangen sein wegen der Bildung unldéslicher Barytseifen, 
die es vor der Zerlegung schiitzten. Wir glauben, daf dies 
Resultat zu der Annahme berechtigt, daf sich im Carnaubon 
zwei Cholingruppen befinden. 

Kine Verbrennung des Platindoppelsalzes ergab : 

0.2292 Substanz 0.1653 CO,, 0,0914 H,O, 0,07326 Pt. 
C H Pt 

Erhalten: 19,67, 4,45, 31,97. 

Berechnet fiir (C,H,,NOCI,PtCl,: 19,48, 4,58, 31,65. 

VI. Die Methylgruppen des Carnaubons. In enger Be- 
ziehung zu der Menge des Cholins muf die Menge des im 
Carnaubon enthaltenen Methyls stehen: die Theorie verlangt 
sechs Methylgruppen. Wir haben eine Methylbestimmung nach 
der Methode von Hertzig und Meyer versucht. Die Bestim- 
mung ist nicht ganz einwandfrei, denn der Apparat sprang 
beim Abkiihlen nach der dritten Destillation, und wir konnten 
daher eine vierte Destillation nicht vornehmen. Es ist aber 
wahrscheinlich, daf die erhaltene Alkyljodidmenge annéhernd 
dem Methylgehalte des Carnaubons entspricht. Die Bestimmung 


verlief folgendermafen: 
0,7335 Substanz. 
Jodsilber bei der ersten Destillation 0,4177 
» gzweiten 0,1577 
dritten > 0,1159 


Im Ganzen 0,6913 
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Diese Zahl entspricht 0,044135 CH,, gleich 6,017 °/o. 

Die theoretische Menge wire 6,83; das angewandte Car- 
naubonpraparat enthielt jedoch nur 2,87°/o Stickstoff statt 3,19°/o 
und der zu erwartende Methylgehalt reduziert sich demnach 
auf 6,144°/o. Wir diirfen somit annehmen, da’ das Carnaubon 
tatsachlich sechs Methylgruppen enthalt. 

Der Zucker des Carnaubons. Die Methoden zur Zerlegung 
des Carnaubons, die wir bis jetzt beschrieben haben sind fiir 
die Zuckerbestimmung nicht geeignet; denn der Zucker wird 
durch die angewandten oxydierenden Mittel stark angegriffen, 
bezw. vernichtet. Durch Salpetersaure sollte ein Teil des Zuckers 
in Schleimséure tibergefiihrt werden, wenn es sich wirklich 
um Galaktose handelt: in der Tat haben wir kleine Mengen 
dieser Sdure gewonnen. Der Schmelzpunkt der erhaltenen Kry- 
stallen war 211—212°, und eine Verbrennung ergab folgende 


Resultate : 
0,12258 Substanz 0.12596 CO,, 0,05638 H,0. 


C H 
Gefunden: 34,03, 5,15. 


Berechnet fiir C,H,,O,: 934,27, 4,81. 

Dieser Befund beweist, daB der Zucker Galaktose oder 
ein Derivat derselben ist. 

Bei der Einwirkung alkalischer Permanganatlésung liefert 
der Zucker Oxalsiure, doch schwankt die Ausbeute zwischen 
sehr weiten Grenzen. Kleine Anderungen der Versuchsbedin- 
gungen bewirken sehr grobe Unterschiede in der Menge der 
erhaltenen Oxalsdure. Einige Resultate, die wir bei solchen 
Versuchen bekamen, sind aber nicht ohne Interesse und kénnten 
vielleicht eine quantitative Bedeutung haben. Ein solcher Ver- 
such sei deshalb mitgeteilt: 1,5272 g Carnaubon wurden mit 
100 ccm Wasser in ein Becherglas gegeben, 50 ccm einer 4°/oigen 
Natriumcarbonatlésung zugegossen und gleich nachher 2 g 
Kaliumpermanganat, in 100 ccm Wasser gelést, unter stetigem 
Umrtihren hinzugefiigt. Diese Mischung wurde 70 Stunden lang 
bei Zimmertemperatur (15—17°) fortdauernd mechanisch ge- 
ruhrt. Der Permanganatiiberschu8 wurde dann mittels Wasser- 
stoffhyperoxyd: zerstért, das Becherglas auf dem Wasserbad 
erhitzt, das Manganoxyd durch Filtration beseitigt und das 
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Filtrat mit Salzsdure angesauert und erhitzt. Die abgeschie- 
denen Fettséuren wurden abfiltriert, das Filtrat mit Natron- 
lauge alkalisch gemacht und dann mit Essigséure angesduert. 
Hierauf wurde die Oxalsiéure als Kalksalz gefallt, der Nieder- 
schlag auf einen Filter gesammelt und chlorfrei gewaschen und 
die Menge der Oxalsiiure durch Titrieren mit !/10-n-Chamiileon- 
l6sung bestimmt. Die gefundene Oxalsdéuremenge betrug 0,10526, 
entsprechend 6,89°,» des angewandten Carnaubons. Wird aus 
jedem Molekil Zucker ein Molekiil Oxalsiure, so wiirde die 
Theorie 6,82°/9 Oxalséure erfordern. 

Sind aber die Bedingungen des Versuches anders gewahlt, 
wird z. B. eine hdhere Temperatur oder ein stirkeres Alkali, 
wie etwa Atzkali, verwendet, dann ist die Menge der gebil- 
deten Oxalsiure gréfer. Unter solechen Bedingungen kénnen 
jedoch auch die Fettsiiuren Oxalsaure liefern. Aus Cholin haben 
wir keine Oxalsiure durch alkalische Permanganatlésung er- 
halten. Bei diesem Versuche wurde als Ausgangsmaterial das 
Platindoppelsalz benutzt. 
| Die Resultate der Oxalséurebestimmungen halten wir nur 
fiir Fingerzeige, einen sicheren quantitativen Aufschluf geben 
sie natiirlich nicht. 

Wie schon bemerkt, ist eine einfache Hydrolyse des Car- 
naubons durch Siiuren schwer zu erzielen; das wire aber die 
geeignetste Methode fiir die Zuckerbestimmung. Wir haben 
viele Versuche in dieser Richtung angestellt, die Resultate waren 
| indessen niemals quantitative. Ein Versuch ist im folgenden 
beschrieben : 

4 5 g Carnaubon wurden mit 10°/oiger Schwefelséure am 
eo RiickfluBkiihler im Olbad erhitzt. Die Temperatur des Bades war 
118—123° und die Einwirkung der Séure dauerte 12 Stunden. 
Die Mischung wurde dann abgekihlt und filtriert und das klare 
Filtrat mit Baryumcarbonat neutralisiert. Ein abgemessener 
Teil des Filtrates wurde fiir die Bereitung des Osazons_ be- 
nutzt, der Rest fiir die Zuckerbestimmung nach Allihn. Letztere 
ergab eine Kupfermenge, die 7,52°/o des angewandten Carnau- 
bons entsprach. Das deutet auf etwa 4°/o Galaktose. Diese 
Menge kann nur einen Teil des wirklich vorhandenen Zuckers 
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darstellen, denn dafi die Hydrolyse nicht volisténdig war, ist 
dadurch bewiesen, dai sich keine Fettsdéureschichte bildete. 
Die unlésliche Substanz, die im Hydrolysierungsgemischschwamm, 
war ein grauer, schmieriger Schleim statt des zu erwartenden 
festen Kuchens. 

Das Osazon wurde aus Aceton umkrystallisiert; die so 
erhaltenen, gutausgebildeten Krystalle fingen bei 189° an sich 
zu verdinderen und waren bei 192° unter Zersetzung vollstindig 
geschmolzen. 

Bis Jetzt haben wir wirklich quantitativ verlaufene Zucker- 
bestimmungen nicht mitzuteilen. Die Spaltungsmethoden, die 
wir angewandt haben, sind entweder unvollstiindig gewesen, 
oder sie vernichteten den Zucker. Ersteren Umstand glauben 
wir als Stiitze fiir die Annahme betrachten zu diirfen, da’ der 
Zucker als Kern des Carnaubons funktioniert und nicht eine 
Seitenkette bildet. 

Wir haben auch versucht, die Gegenwart einer einfachen 
Aminogruppe in Carnaubon zu beweisen, indem wir Salpetrig- 
sauredimpfe auf eine Lésung von Carnaubon in Amylalkohol 
einwirken liefen. Dieser Versuch ist uns nicht gelungen. Das 
benutzte Carnaubonpriparat enthielt vor dem Versuch 2,93°/o 
Stickstoff. Das Produkt, das sich aus der Lésung bei Zimmer- 
temperatur ausschied, enthielt 3,19°/o, also mehr Stickstoff statt 
weniger. Diese Erfahrung hat uns zuerst darauf aufmerksam 
gemacht, daB Amylalkohol ein Mittel sein kénnte, durch welches 
man das Carnaubon vielleicht von seinen nichstverwandten 
Zersetzungsprodukten, die weniger Cholin enthalten, zu trennen 
vermochte. Diese Vermutung ist spiter durch daraufgerichtete 
Versuche bestitigt worden. 

Ofters wiederholte Versuche, Glycerin zu entdecken, sind 
vergeblich gewesen. Es ist also sicher, daf Glycerin keinen 
Anteil an der Konstitution des Carnaubons hat. 

VIL. Kigenschaften des Carnaubons. Es ist-eine weibe, 
geruch- und geschmacklose, luftbestindige Substanz. Aus 
alkoholischen oder anderen Lésungen durch Kilte gefallt, macht 
es den Eindruck, als wire es krystallinisch. Unter dem 
Mikroskop aber kann man keine richtigen Krystalle wahr- 
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nehmen, wenigstens sieht man nirgends plane Oberflachen, die 
sich in geraden Linien schneiden. Die Substanz scheint sich 
vielmehr in Form conchoidaler Scheiben aus den L6sungen 
auszuscheiden; die mehr oder weniger gekriimmten Falten 
und Linien, in welchen diese Scheiben zusammentreffen, konnen 
Krystallnadeln allerdings sehr ihnlich sehen, allein, daf es 
wirkliche Krystalle gibt, dafiir haben wir bis jetzt keinen Beweis. 

Carnaubon ist ganz unloslich oder schwer léslich 
in Ather, auch bei Siedetemperatur; ebenso ist es in Aceton 
wenig léslich. Methyl-, Athyl- und Amylalkohol lésen es sehr 
leicht bei hGherer Temperatur, aber schon bei Zimmertemperatur 
scheidet es sich grOftenteils aus, und bei Eisschranktemperatur 
ist es ganz wenig léslich in diesen Mitteln. Die Léslichkeit 
in Eisessig, Essigester, Benzol, Toluol, Chloroform und Pyridin 
ist iihnlich der Loslichkeit in den angegebenen Alkoholen. 
Eine Mischung von Chloroform und Methylalkohol im Ver- 
haltnis 2: 1 lost bedeutende Mengen des Carnaubons auch bei 
Zimmertemperatur. Mit Wasser gibt es eine Mischung, die 
etwas seifenartig und opalescierend ist. 

Die Lésung in 50°/oigem Alkohol ist neutral gegen 
Phenolphthalein und die sonstigen tiblichen Indikatoren. 

Die LOsung in zwei Teilen Chloroform +- ein Teil Methyl- 
alkohol dreht polarisiertes Licht rechts. Eine Bestimmung ergab : 
= + 10,29. 

Auf dem Platinblech erhitzt, schmilzt das Carnaubon zu 
einer zuerst farblosen Flissigkeit, die sich bald bréunt, dann 
mit gelber, rufender, nach verbranntem Fett riechender 
Flamme brennt und eine schwarze Kohle zuriicklaBt.  All- 
mihlich wird der Riickstand farblos und der zuletzt hinter- 
bleibende Fleck gibt Phosphorséurereaktion. 

Der Schmelzpunkt der Carnaubonpraparate, die wir bei 
unseren Versuchen meistens benutzten, war 189° (unkorrigiert). 

LX. Zusammenstellung. 1. Aus Rindernieren sich durch 
Alkohol ein glycerinfreies Triazomonophosphatid extrahieren, das 
Galaktose oder Aminogalaktose, Carnaubin-, Stearin-, Palmitin- 
und Phosphorséure und Cholin enthalt. Auffallend ist, daB dieses 
Phosphatid in Ather sehr schwer, fast gar nicht léslich ist. 
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2. Die Konstitution dieses Phosphatides scheint lecithin- 
aihnlich zu sein, nur bildet Zucker statt Glycerin den Kern 
der Verbindung, so dafB mehr Sauregruppen als im Lecithin 
gebunden sein kOnnen. 

3. Wahrscheinlich bildet dieses Phosphatid ein Glied 
einer Gruppe von 4hnlichen Substanzen, die sich von einander 
durch die Art der Zucker- und der Saéuregruppen unterscheiden . 

4, Fiir das besondere Phosphatid, tiber das wir berichtet 
haben, wird der Name Carnaubon gewihlt. 

Anmerkung. Die Arbeit tiber das Phosphatid, das wir 
jetzt Carnaubon nennen, wurde zuerst von mir im Jahre 1906 
in der Pathologischen Abteilung des University and Bellevue 
Hospital Medical College, New York, begonnen. Im niachsten 
Sommer hat Dr. C. J. Robinson, Assistent-Professor der 
Chemie an demselben Institute, mir freundlichst geholfen, und 
im Winter 1906—07 hat er allein die Préparierungsmethoden 
des Carnaubons und einiger anderer Phosphatide weiter aus- 
gebildet. Im Herbst 1907 und seit dem wurde der analytische Teil 
der Arbeit im Rockefeller Institute for Medical Research weiter 
gefiihrt. Dort habe ich im Jahre 1908 die Carnaubinsaure 
isoliert und als solche erkannt. Im Sommer desselben Jahres © 
begann Dr. C. A. Jacobson gemeinsam mit mir tiber die 
Substanz zu arbeiten. Ich bin auBerdem so vielseitig durch 
Rat und Tat von Freunden untersttitzt worden, dafi es unmdglich 
ware, jedem meinen gebiihrenden Dank zu sagen. Ich mochte 
aber nicht versiumen, Dr. P. A. Levene des Rockefeller 
Institutes und Dr. H. D. Dakin meine besondere Erkennt- 
lichkeit auszusprechen. Edward K. Dunham. 


Rom, 20. Dezember 1909. 
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Zur Frage nach der Identitét von Pepsin und Chymosin. 
Von 
W. van Dam. 


(Der Redaktion zugegangen am 4. Januar 1910.) 


In einer vorhergehenden Mitteilung!) habe ich die Wir- 
kung des Labs auf Paracaseinkalk besprochen. Damals schrieb 
ich: «Es ist ohne weiteres klar, daB meine Resultate sich voll- 
kommen vereinbaren lassen mit der unitarischen Auffassung, 
sie lassen aber den Befund Hammarstens tiber die Ab- 
schwiichung des Chymosins durch Erwirmen mit Salzsiure vollig 
unberiihrt. So lange nicht gezeigt worden ist, daf in der mit Salz- 
siiure digerierten Losung die Fahigkeit, Milch zur Gerinnung zu 
bringen, nur verdeckt, nicht aber verschwunden ist, etwa in der- 
selben Weise, wie das fiir Pepsin der Fall zu sein scheint bei 
Alkalisierung, hat man nicht das Recht, Pepsin und Chymosin als 
identisch zu betrachten. Im niichsten Winter hoffe ich ein paar 
Versuche ausfiihren zu kénnen mit einem Priiparate, das mir 
in liebenswiirdigster Weise von Prof. Pekelharing zugesagt 
wurde». Ich erlaube mir in den folgenden Seiten die Resul- 
tate mitzuteilen, die meine Untersuchungen mit von Prof. 
Pekelharing bereitetem und mir in grower Menge zur Ver- 
fiigung gestellten Schweinsenzym geliefert haben. 

Erstens habe ich dann gepriift, ob sich das Schweins- 
enzym beim Digerieren mit 0,2°/oiger Salzséure in der von 
Hammarsten fiir diese Versuche angegebenen Konzentration 
anders verhilt als die Kalbsmageninfusionen. Gewin,?) auf 
dessen Arbeit ich noch zurickkommen werde im Zusammen- 
hang mit den Untersuchungen Hammarstens und Schmidt- 


') Diese Zeitschrift, Bd. LXI, S. 147. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. LIV, S. 32. 
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Nielsens tiber diesen Gegenstand, hat bei derartigen Ver- 
suchen Parallelitaét gefunden fiir Verdauung und Gerinnung, 
aber nur bis zu einer gewissen Konzentration, wie Hammar- 
sten') in seiner Kritik auf Gewins Arbeit hervorhebt. Ich 
arbeitete wie folgt: 

145 mg des Pulvers wurden bei Zimmertemperatur ge- 
lost in 50 cem HCl 0,2°/o: nach +- 4 Stunden wurde noch 
eine halbe Stunde auf 37° C. nachgewiirmt und die filtrierte 
Losung, die fiir die Digestion nach Hammarsten noch viel 
zu stark sich zeigte, mit 2 Teilen HCl 0,2°/o verdiinnt. Von 
‘/; cem dieser Lésung, mit cem Wasser verdiinnt, wurden 
10 eem Milch bei 37° C. in 70“ koaguliert. Ein Teil der Losung 
wurde wihrend 18 Stunden bei 42° C. im Thermostaten ge- 
halten: Gerinnung in 3!'/2 Minuten gegen 70 Sekunden fiir die 
nicht erwirmte Lésung. Nach weiterer Erwirmung wiahrend 
64/2 Stunden auf 44—46°C.: 170 und 52 Sek. Nach Mett 
wurden verdaut in 2 Stunden 40 Minuten 6 und 5 mm. Weiter 
erwarmt wahrend 17 Stunden bei 42° C., nachdem aber erst 
mit Salzsiure 0,2°/o verdiinnt war 1:2. Dann wurde gefunden 
155 und 43 Sekunden fiir 1:20 Milch.?) Nach weiteren 12 
Stunden bei 47—-48° C. und wieder 10 Stunden bei 42° C.: 
nach 6!/2 Stunden keine Gerinnung gegen 60 Sekunden fir 
die nicht erhitzt gewesene Lésung. Eine Fibrinflocke wurde 
in 25 und 10 Minuten gelést; nach Mett wurden in 2!/2 Stun- 
den 4,2 und 2,7 mm verdaut. 

Man sieht also, man auch fiir dieses Préparat schlieB- 
lich eine Lésung erhiilt, die nicht gerinnend, aber sehr kraftig 
proteolytisch wirkt; es ist nur eine langere Erhitzungsdauer 
als fiir die Kalbsmageninfusionen ndtig. 

') Diese Zeitschrift, Bd. LVI, S. 18. 

*) Bei meinen Versuchen habe ich weiter immer 1 ccm mit 20 ccm 
Milch vermischt. Durch diesen Zusatz wird die Wasserstoffionenkonzen- 
tration der Milch nur so wenig erhéht, wie aus meinen Untersuchungen 
iiber die Labgerinnung (diese Zeitschrift, Bd. LVIII, 5. 295) zu entnehmen 
ist, daf{§ man innerhalb der Grenzen, die fiir normale Milch gefunden 


wurden, bleibt. Ich arbeitete néimlich immer mit Mischmilch von 20—30 
Kiihen. 
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Mit diesen Lésungen wurde dann nach der friiher von 
mir erwahnten Methode die Verdauung des Paracaseins be- 
stimmt. 4 g meines Paracaseinkalbspraparates wurden bei 25° C. 
mit verdiinnter Salzséiure und den Enzymlésungen langsam 
rotiert. Tabelle I gibt das Resultat. 


Tabelle [. 
| | N N 
T 108) in */10-n- |(Kontroll-| Verdaut 
| | Saure rohr) 
| 
| 
1. Urspr. Lésung . | 26 | 21,6 
| 0,72 | | 380 | 
2. Erw. 6'/ Std, | 84 5,4 


| | | 
Die Zahlen von ‘Tabelle If wurden erhalten bei der dop- 
pelten Enzymkonzentration. 


Tabelle II. 


Cy x 10° N | N (Kontroll- 
Saure) rohr) 
| 
1. Urspr. Lésung . - 34,5 | 32,2 
0,58 | 2,3 
2. Erw. » 7” | 12,6 | 10,3 


SchlieBlich machte ich noch einen Versuch mit reinem 
Paracasein (also ohne die neutralisierenden Phosphate) in 0,3- 
n-HC]. 2 g Paracasein wurden mit 40 cem 0,3-n-HCl vermischt 
und wiihrend 24 Stunden mit 1 ccm der Lésungen langsam 
geschiittelt. Tabelle III gibt das Resultat. 


Tabelle III. 


Aciditat | (im “ho-n-| N (im Kon-| 
Saure trollrohr) 
. . 2 
1. Urspr. Lésung | 22,0 24 19,6 
2. Erw. > | 10,8 8,4 


Bei Betrachtung dieser Tabelle fallt es zunachst auf, dab 
hier, im Gegensatz zu dem Resultate, das die Kalbsmagen- 
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infusion lieferte, die erwirmte, nicht gerinnend wirkende Enzym- 
lésung noch deutlich verdauend gewirkt hat; weiter sieht man, 
daf in Tabelle I das Verhiltnis der Verdauung fiir die nicht 
erwarmte LOsung zur digerierten 21,6: 5,4 ist. Bei der doppelten 
Enzymkonzentration wurde gefunden 32,2: 10,3, wahrend in 
der sehr sauren LoOsung 19,6: 8,4 gefunden wurde, ein Ver- 
hiltnis, das ziemlich gut stimmt mit dem bei der Mettschen 
Probe gefundenen: (4,2)? : (2,7)? 17,6: 7,3. 

Anfangs hielt ich dieses Resultat fiir ein neues Argument 
fiir die dualistische Auffassung. Man konnte sich némlich vor- 
stellen, dah bei der hdheren Aciditiét das Pepsin ganz normal, 
bei dem geringeren Saéuregrade weniger verdaute und infolge- 
dessen in diesem Falle das Verhiiltnis fiir die Verdauung kleiner 
gefunden wurde. Wie spiéter erwahnt werden wird, liegt die 
Sache ganz anders. Jedenfalls aber mufte ich aus der Tat- 
sache, dafi die nicht gerinnend wirkende, erwiirmte Lésung 
kriiftig Késestoff verdaute bei 0,72 10-°-n-H, schlieBen, dab 
der aus meinen ersten Versuchen tiber den Gegenstand ge- 
machte Schluf, das Pepsin wirke bei dieser Konzentration nicht 
auf den Kisestoff, unrichtig ist. Aber wie soll man sich dann 
dariiber klar werden, daf ich fiir die verschiedenen Labextrakte, 
die ich untersuchte, vollkommene Parallelitit fand fiir Ver- 
dauung und Gerinnung, wahrend auch die Kalbsmageninfusion 
so gut wie keinen Kasestoff léste ? 

Die folgenden Versuche geben, wie ich anfangs meinte, 
die Antwort auf diese Frage. Vergleicht man die Starke der 
Verdauung nach Mett durch das Schweinsenzym mit derjenigen 
des Kalbsenzyms, so findet man bei gleicher Labungsstarke fiir 
erstere eine weit starkere Verdauung.!) 

Ich legte mir nun folgende Frage vor: Wie verhiit sich 


') Die Frage nach der Ursache dieser Erscheinung kann fiir die 
Lésung des fraglichen Punktes vorliufig aufer Betracht bleiben. Stellt 
man sich auf den dualistischen Standpunkt, dann enthalt also das Pri- 
parat vom Schweine viel Pepsin; nach der unitarischen Auffassung ist 
die geringe Verdauung von Hihnereiweif (im Vergleich mit dem Schweins- 
enzym) durch die Kalbsmageninfusion den Verunreinigungen der letzten 
zuzuschreiben. 
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eine erwarmte chymosinfreie Kalbsmageninfusion in ihrer Wir- 
kung auf Paracasein im Vergleich mit einer erwarmten Schweins- 
pepsinlOsng, die aber vorher so stark mit HCl 0,2°/o verdiinnt 
worden ist, dai fiir beide L6sungen die Verdauung nach Mett 
die gleiche ist? Ich bereitete einen neuen Vorrat Kalbsmagen- 
extrakt, dessen einer Teil wieder so lange mit HC] 0,2°/o er- 
hitzt wurde, dafi das Verhiltnis der Gerinnungszeiten fiir die 
erwiirmte und frische Lésung war 33/4 Stunden zu 80. Nach 
Mett wurde dann in 16 Stunden 5,5 mm verdaut (die nicht 
erwarmte L6sung hatte den ganzen Inhalt des Réhrchens ge- 
lost). Tabelle IV gibt die Zahlen, die bei der Caseinverdauung 
gefunden wurden. 


Tabelle IV. 
— 
| ON N 
T > 10° Gin */10-n- | (Kontroll-; Verdaut 
| | | Sdaure) rohr) | 
| | | | 
1. Urspr. Lésung . 80° | 293 | 19,0 
| | 0,72 | 
2. Erw. . | Be Std. | 124 | 2,1 


| | 

Es wurde also so ziemlich dasselbe Resultat wie friiher 
gefunden; die erwarmte Lésung hat auch hier wieder ein wenig 
verdaut. Ich verdiinnte nun die erwarmte Schweinsenzym- 
loésung so weit mit HCl 0,2°/o, daB die Verdauung derjenigen 
des erhitzten Kalbsmagenextraktes gleich kam, d. h. 2,7 mm, 
gegen 2.5 mm fiir die Kalbsmageninfusion in 7—8 Stunden. 
Diese beiden Lésungen wurden mit Paracaseinkalk geschiittelt, 
und zwar in bedeutend héherer Konzentration als in Tabelle IV, 
um mehr Kisestoff gelést zu erhalten. Weil hier mit zwei 
verschiedenen Enzymen gearbeitet wurde, mifiten auch zwei 
Kontrollréhren angesetzt werden. Tabelle V gibt die Resultate. 

Das Schweinsenzym hat etwas weniger Casein verdaut 
als die Kalbsmageninfusion, wahrend nach Mett das umgekehrte 
gefunden wird. Der Unterschied ist aber nicht sehr bedeutend 
und ich meinte hieraus folgern zu kénnen, daB die in meiner 
letzten Arbeit erwahnte Auffassung nicht richtig ist. Ich glaube 
die schwach verdauende Wirkung der erwarmten Kalbsmagen- 
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Tabelle V. 
x (Kontroll- Verdaut | Mett 
| Saure) rohr) | 
Schwein | | 14,1 7.4 | 6.7 | 2,7 
| 0,72") | | 
16,6 94 2,5 


infusion nicht dem Pseudopepsin zuschreiben zu miissen, wie 
ich es damals fiir mdglich hielt, sondern dem Pepsin. Gleich- 
zeitig lehren aber Tabelle IV und V, daf die Pepsinwirkung 
der Chymosinwirkung gegeniiber in den Hintergrund tritt. Bei 
den Labessenzen des Handels findet man sehr oft keine oder 
nur duBerst geringe Verdauung nach Mett; das erklirt die 
von mir gefundene vollkommene Parallelitat fiir Gerinnung und 
Verdauung des Kisestoffs fiir drei von mir untersuchte Pri- 
parate. Jedoch wird man unten sehen, dali die Verdauungs- 
versuche mit den mit HCI digerierten L6sungen nicht erlauben, 
einen SchluB auf die Menge des verdauenden Knzyms zu machen. 

Wie schon oben erwahnt wurde, schien mir die Tatsache, 
daB gereinigtes Schweinsenzym beim Digerieren mit HCl 0,2°/o 
sich ebenso verhielt als die nach Hammarsten bereiteten 
Kalbsmageninfusionen, eine Stiitze fiir die dualistische Auf- 
fassung. Hier waren namlich die Verunreinigungen nicht zur 
Krklarung eines Verdecktseins der labenden Wirkung heran- 
zuziehen. Die einzige Méglichkeit schien zu sein, wie Prof. 
Pekelharing in einer Korrespondenz tiber die Angelegenheit 
bemerkte, daB beim Vernichten eines Teils des Enzyms wihrend 
der Erhitzung Stoffe gebildet wurden, die auf die Gerinnung 
stérend wirkten. Um dies zu priifen, habe ich versucht, das 
erwirmte Enzym von diesen Stoffen durch erneute Reinigung 
zu befreien. Hier folgt die Beschreibung des Versuchs in extenso. 

360 mg des Enzympulvers wurden vorsichtig in 780 ccm 
HCl 0,2°/o gelést und in der oben erwahnten Weise das Chy- 
mosin abgeschwiacht bis zur Gerinnungszeit 4 Stunden 50 Mi- 
nuten. Die nicht erwirmte Lésung gerann bei derselben Tem- 


') Nicht direkt bestimmt, aber dieselbe Menge Saure als in Ta- 
belle IV zugegeben. 
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peratur (37° C.) in 86"... Verdauung nach Mett in 23/4 Stunden: 
2,0 und 3,8 mm. Die erwaérmte Fliissigkeit (etwa 700 ccm) 
wurde nun in einem Dialysierschlauch wahrend 24 Stunden gegen 
Regenwasser dialysiert; dabei triibte sich die Lésung, die Reak- 
tion gegen Lackmus war schwach sauer. Es wurde 30—40°/o 
(NH,),SO,, das zuvor durch Umkrystallisieren von Spuren Eisen 
befreit worden war, in Substanz der Lésung zugesetzt. Nach 
2° 24 Stunden wurde die klare Lésung abgegossen und der 
entstandene Niederschlag filtriert, zwischen Filtrierpapier ausge- 
driickt, in 15 cem HCl 0,2°/o gelést und 2 X24 Stunden gegen 
wiederholt (10—14mal) gewechselte Salzsiure 0,2°/o in einem 
Dialysierhiilschen dialysiert. Durch passende Verdiinnung mit 
HC! 0,2°/o wurde die labende Wirkung, die die Lésung in 
hohem Mabe zeigte, derjenigen der urspriinglichen, nicht er- 
wirmten Lésung gleich gemacht: 122“ und 118. Nach Mett 
verdauten die beiden Lésungen gleich stark: 4,0mm in 3 Stunden. 

Aus diesem Versuch ziehe ich den SchluB, daf 
durch die Erwirmung mit Salzsiure das labende 
Enzym nicht vernichtet wird, sondern durch Bei- 
mischungen oder irgend welche Veradnderung in seiner 
koagulierenden Wirkung gehemmt wird. 

In Hinsicht auf die Wichtigkeit dieses Resultats fiir die 
Frage nach der Identitét von Pepsin und Chymosin wiederholte 
ich den Versuch mit einer neuen Sendung Enzym. Bei der 
Bestimmung der Starke dieses Praparats beobachtete ich nun 
folgendes. 15 mg wurden in 15 ccm HCl 0,2°/o gelést und 
1 Teil mit 2 Teilen Wasser verdiinnt; 1 cem dieser sauren 
Losung koagulierte 10 cem Milch bei 37° C. in 65”. Als ich 
aber 1 cem mit 20 cem Milch vermischte, trat nach 10 Minuten 
noch keine Gerinnung ein. Dieser enorme Unterschied konnte 
nicht erklirt werden durch die gréfere H-lonenkonzentration 
im ersten Falle, und wie mir schien, auch dadurch nicht, daf 
im ersten Falle das Pepsin in Wirkung trat. Aus Gewins 
Arbeit ging hervor, das gereinigte Schweinsenzym aufer- 
ordentlich empfindlich ist fiir Alkali, und es wurde von diesem 
Autor ausdriicklich hervorgehoben, da auch neutrale Reaktion 
das Enzym schadigt. Nun sagte ich mir, die Milch enthalt 
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Hydroxylionen. Ist es vielleicht méglich, dai bei der Tem- 
peratur von 37° C., bei welcher gewohnlich gearbeitet wird, 
diese geringe Quantitaét geniigt, um das Enzym wihrend des 
Gerinnungsversuchs teilweise zu zerstéren? Wiire dies der 
Fall, so kénnte man auch den grofen Einflu8 von nur sehr 
wenig Salzsdéure verstehen, denn eben in der Néhe des neu- 
tralen Punktes (wie ich friiher zeigte, ist die Milch gew6hnlich 
nur auBerst schwach sauer) verursacht eine sehr kleine Quan- 
litiit Saéure eine grofie relative Verminderung der OH-Ionen. 
Ich sagte mir dann weiter, wenn dem so ist, so muf die zer- 
storende Wirkung der Milch um so starker sein, je nachdem 
die Temperatur hoher ist. Bestimmt man also das Verhiltnis 
der Gerinnungszeiten fiir zwei Proben Milch, deren Wasserstoff- 
bezw. Hydroxylionenkonzentration nur ein wenig verschieden 
ist, so muf man bei verschiedenen Temperaturen nicht das- 
selbe Verhaltnis finden. 

1 ccm der Losung (15 mg pro 15 ccm HCl 0,2 °/o) wurde 
im einen Fall mit 2 cem HCl 0,2°/o im anderen mit 1 cem 
dieser Saéure und 1 ccm Wasser verdiinnt. Von diesen Fliissig- 
keiten, die also 0,2°/o und 0,13°/o HCl enthielten, wurden die 
Gerinnungszeiten (1 : 20 Milch) bei 37,5° C. und 25,5° C. be- 
stimmt. 
Bei 37,5° C. 97” fiir die erste, gegen 220° fiir die zweite Enzymlésung. 

25,5® » » » >» 6/04 »  » > 

Der Versuch ist schlagend und ich kann das Resultat 
nicht anders erklaren als durch die Zerst6rung des Enzyms in 
der Milch bei héherer Temperatur. 

Ein zweiter Versuch, wobei auch einmal mit 2 ‘Teilen 
Wasser verdiinnt wurde, gab: 


|. 1 ecm (von der Lésung 1 -+- 2 Teile HCI 0,2 °/0) -++- 20 Milch 46”. 
21 >» (> » » 1+ 1 HCl 0,2°%o 1 Wasser) +-20 » 79%. 
31 >» (» » »  1-+ 2 Wasser) +20 » 178”. 


Dasselbe bei 25,5° C.: 1. 156, 2. 201 und 3. 273”. 

Daf hier die mit 2 Teilen Wasser verdiinnte LOsung in 
4—5 Minuten gerann, wihrend mit anderer Milch in 10 Mi- 
nuten noch keine Gerinnung eintrat, ist vielleicht so zu _ er- 
klaren, daf der (potentielle) Séuregrad zu 19,2 gefunden wurde 
gegen 16,0 im ersten Fall. 
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Beim gereinigten Schweinsenzym ist die bei Brut- 
temperatur gefundene Gerinnungszeit kein MaB fiir 
das koagulierende Enzym, wenn nicht in ziemlich 
konzentrierter LOsung gearbeitet wird. 

Gewin hat gezeigt,!) dab das gereinigte Schweinsenzym 
dem Zeitgesetz nicht folgt. Bedenkt man, dab die Zersetzung 
des Enzyms relativ stirker ist bei geringerer Konzentration, 
so ist dieses Resultat, ganz wie man es erwarten konnte. Ich 
fiihre folgendes Beispiel an, um den Einflu{ der Temperatur 
auch hier zu zeigen. 1: 20 Milch. 


23° C. 37° C. 
Unverdiinnt 16" 
jmal verdiinnt (mit HC] 0,2°%o) 16°34” 17’. 


Bei 23° C. folgt das Enzym dem Zeitgesetz in groler 
Anniiherung, bei 37° C. zeigt sich die Gerinnungszeit infolge 
der teilweisen Zerst6rung derjenigen bei 23° C. ungefihr gleich. 
Weiter erwiihnt Gewin die Tatsache, dai durch Digerieren 
mit Salzsiiure das Enzym noch empfindlicher wird dem Alkali 
gegeniiber. Es war nach obigem also wahrscheinlich, da ich 
bei meinem auf S. 317 erwiihnten Versuche durch Erhitzen 
mit HCl 0,2°/o nur scheinbar eine chymosinfreie Lésung er- 
halten hatte, denn die Gerinnungszeit wurde bei 37° C. be- 
stimmt. Folgende Bestimmung, mit dem Rest der Fliissigkeiten 
ausgefiihrt, zeigt dies sehr deutlich. 


Bei 37,5° C, Bei 30° C, 
Nicht erwirmt 35” Nicht erwiirmt 55’ 
Erwarmt > 6 Stunden. Erwiarmt 8’. 


Nur scheinbar war also die labende Wirkung vernichtet, 
und es kann angenommen werden, dafh auch in der Losung, 
aus der ich durch Dialyse und Fillung das gereinigte Enzym 
erhielt, noch reichlich koagulierendes Enzym sich vorfand. 

Bei Wiederholung dieses Versuchs wurde nun die Lésung 
so lange erhitzt, daB die Gerinnungszeiten bei 25,5° C. 91° 
fiir die nicht- und 31°‘ fiir die erwarmte Lésung waren. Bei 
37,5° C. fand ich dann 33” und > 6 Stunden. Nach Mett 
5,2 und 2.3mm. Beim Versetzen mit (NH,),SO, zeigte sich 
deutlich, daB hier viel mehr Enzym vernichtet war als beim 
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ersten Versuch, was nach der langeren Erhitzung, und auch 
nach den Zahlen nach Mett, zu erwarten war. Der Nieder- 
schlag blieb naémlich in der (NH,).SO,-Lésung  suspendiert: 
beim Filtrieren wurde jedoch ein vollkommen klares Filtrat 
erhalten, das schwache Biuretreaktion zeigte. Nach dem Lésen, 
Dialysieren und passender Verdiinnung wurde gefunden: 

Urspriingl. Lésung 64”, nach Mett 4,0 mm. 

Erw. und gereinigte Lésung 68”, » 43 

Auch hier zeigt sich die mit dem gereinigten Enzym dar- 
gestellte Losung fast vollkommen identisch mit der urspriing- 
lichen Fliissigkeit. 

Man koénnte noch meinen, die Vernichtung wihrend des 
Gerinnungsversuchs bei hodherer Temperatur sei fiir die er- 
wiirmte L6sung nur auf die Verdiinnung infolge der teilweisen 
Zersetzung beim Digerieren mit Salzsiure zuriickzufiihren. Aus 
folgendem Versuch geht deutlich hervor, dafi die Erwarmung 
das Enzym empfindlicher macht gegen die Wirkung der OH-lonen 
der Milch. 

Eine Lésung des gereingtenEnzyms wurde so lange digeriert, 
daB bei 30° C. die Gerinnungszeiten waren 61" und 9! 35“. 
Bei 23° C. wurde dann gefunden 2‘ 46% und 14‘. Ich ver- 
diinnte dann die nicht erwarmte Fliissigkeit so weit, dab die 
Zeit bei 23° C. 14/50” war, also ungefahr dieselbe wie fiir 
die erwirmte Lésung. Bei 30° C. wurde dann aber bei dieser 
Verdiinnung die Milch in 7‘ 45’ zur Gerinnung gebracht, und 
ich schliefBe daraus, dab die erwirmte Losung mehr geschidigt 
wird als die nicht erwiirmte, ganz so wie es nach Gewins 
Untersuchungen zu erwarten war. 

Durch Reinigen verliert das Enzym aber wieder diese 
grofere Empfindlichkeit, wie aus obigen Versuchen hervorgeht. 

Es leuchtet ein, dafi durch diese Ergebnisse die Tatsache, 
dafi man durch Digerieren mit Salzséure eine Lésung erhalten 
kann, die stark verdauend, nicht aber gerinnend wirkt, nicht 
mehr als Argument beigebracht werden kann fiir die Dualitat, 
jedenfalls nicht bei Lésungen von Schweinsenzym. Weil aber 
Hammarsten nur in Kalbsmagenextrakt typisches Chymosin 
annimmt, und weiter weil viele einander widersprechende Be- 
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obachtungen durch verschiedene Forscher eine sehr einfache 
Aufklirung finden wiirden, wenn die fiir das erwirmte Schweins- 
enzym beobachtete Erscheinung auch fiir das Kalbspraparat 
gefunden wiirde, so habe ich eine nach Hammarsten be- 
reitete Kalbsmageninfusion in dieser Richtung gepriift. 


Bei 37° €, Bei 25,5° C. 
Nicht erwiirmt 75‘ Nicht erwirmt 166” 
Krwarmt 4 Stunden. Erwirmt oS 


Aus diesem einfachen Versuch ist ersichtlich, dai die- 
selbe Erscheinung sich beim Kalbsenzym zeigt, aber weniger 
ausgesprochen. Auf Grund der Zahl 166“ fiir die nicht er- 
wirmte Losung bet 25,5° C. hiitte man fiir die erwarmte 


Fliissigkeit die Zeit = >» 4 Stunden = 84/5 Stunden erwarten 


kénnen. Nach 99 Minuten trat aber sehr deutlich Gerinnung 
ein. War aber bei 25,5° C. die schaédigende Wirkung der 
OH-lonen der Milch ganz aufgehoben? Um dies zu priifen, lief 
ich das Enzym bei 0° C. einwirken. Zu diesem Zwecke wurden 
einige diinnwandige Keagierréhrchen mit 10 ccm Milch gefiillt 
und in Eis abgekiihlt. Nach einer Viertelstunde wurde mit 
0,5 cem der Enzymlésung vermischt und nach gemessenen 
Zeiten ein RoOhrchen in das Wasserbad von 37° C. tiberge- 
bracht und die Zeit bestimmt, nach welcher Gerinnung eintrat. 
Fiir die nicht erhitzte Enzymlésung wurde der Versuch gleich- 
zeitig ausgefiihrt, aber erst wurde mit HCI 0,2°/o verdiinnt 
1: 10, damit die Gerinnungszeit bei héherer Temperatur so 
lang ausfiel, dab die Zeit fiir die Erwarmung der Milchenzym- 
mischung von 0° auf 37°C. noch klein genannt werden konnte. Die 
Methode ist natiirlich weniger genau als die direkte Bestimmung: 
wie man sieht, handelt es sich aber um so grofe Differenzen, 
dah die Zahlen zur Orientierung sehr gut geeignet sind. 


Die Mischung stand bei 0° C.: Dann Gerinnung nach: 
Die nicht erwarmte Lésung 1:10. 40’ 11’ 
71’ 10/ 10” 
140’ a 37" 
185‘ 2/18” 
1/6” 
310° 43’ 


Die erwarmte Lésung 375/ 1‘ 25” 
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Nach 375 Minuten war also die Milch so weit umge- 
setzt durch das erwiirmte Enzym, daB in 1‘ 25” Gerinnung 
eintrat. Die nicht erwirmte Lésung in 235 Minuten so weit, 
daB in 1‘ 6" Gerinnung eintrat.') Fiir die nicht verdiinnte 
Loésung ware das nach 23,5 Minuten. Nach diesen Zahlen be- 
urteilt, ware das Verhaltnis fiir das koagulierende Enzym in der 
erwarmten und nicht erwirmten LOosung: 23,5: 375 = 1: 16. 

Bei 37,5° C. gemessen ist es: 75:4 X 60 < 60 = 1: 192. 

SchlieBlich bemerke ich noch, daf die Verdauung nach 
Mett 1,5 und 3,3 mm war, also das Verhiiltnis 1 : 4,8. 

Kin zweiter Versuch lieferte das Verhaltnis 1 : 22 fiir die 
Gerinnungszeiten. Wie schon erwiihnt wurde, ist die Methode 
nicht genau, man kann aber mit Sicherheit aus diesem Ver- 
such schlieBen, dafi beim erwarmten Kalbsenzym sich dieselbe 
Erscheinung zeigt, die oben fiir das Schweinsenzym gefunden 
wurde. 

Die Bestimmung der Gerinnungszeit bei Brut- 
temperatur fiir nach Hammarsten bereitete erwarmte 
Kalbsmageninfusionen gibt kein Maf fiir das in diesen 
Losungen enthaltene koagulierende Enzym. Beim Dige- 
rieren mit Salzséure von Kalbsmageninfusionen wird 
es nur scheinbar vernichtet. 

Wie schlagend mir die Versuche Hammarstens im An- 
fange auch erschienen sind, unter diesen Umstiinden mu ich 
denselben die beweisende Kraft fiir die Dualitaét absprechen. 
Allerdings besteht noch ein grofer Unterschied zwischen dem 
Verhaltnis 1: 4,8 nach Mett und 1 : + 20 fiir die Gerinnungs- 
zeiten. Dazu will ich aber bemerken, daf es nicht unmdglich, 
ja selbst wahrscheinlich ist, daf auch bei 0° C. das erwarmte 
Enzym nicht vollkommen intakt bleibt. Weitere Untersuchungen 
miissen lehren, ob es moglich sein wird, vollkommene Paralle- 
litat zu erreichen. 


‘) Man bedenke dabei, daf’ der Versuch immer zum Nachteil der 
erwirmten Lésung ausfallen muf. Wahrend der Erwaérmung der Mischung 
wird das Enzym in der letzteren viel starker zersetzt als in der nicht 
erwarmten Fliissigkeit. 
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SchlieBlich erlaube ich mir, ganz kurz die Resultate anderer 
Forscher zu besprechen. 

In seiner letzten ausfiihrlichen Abhandlung tiber den in 
Frage stehenden Punkt hat Hammarsten noch Versuche mit- 
geteilt mit Infusionen von Pferde-, Hiihner- und Hechtmiigen, 
wobei die erhaltenen Resultate als starker Beweis gelten konnten 
fiir die Nichtidentitit der Enzyme. Jetzt glaube ich diese Be- 
obachtungen so erkliren zu miissen, daf diese Infusionen in 
neutraler Milch schnell geschiidigt werden und zwar desto 
schneller, je gréBer die Verditinnung ist. Um dies zu _ priifen, 
konnte man z. B. vergleichende Versuche bei 25° und 37° C. 
machen: ich vermute, daf man zu merkwiirdigen Resultaten 
kommen wird. Auch die Resultate Pawlows mit Hundemagen- 
scheinen mir darauf hinzuweisen, dah bei den Ge- 
rinnungsversuchen in neutraler Lésung das Enzym zerstort 
wird und infolgedessen bei Verdiinnung die Gerinnungszeit viel 
schneller zunimmt, als es der Verdiinnung entspricht. Auch 
dies scheint mir der Mithe naherer Priifung wert. 

Ich komme jetzt zur Kritik Hammarstens (Seite 70 seiner 
zitierten Arbeit) auf Gewins Arbeit. Erstens weist jener Autor 
daraut hin, dafi ein Vergleich zwischen seinen Untersuchungen und 
denjenigen von Gewin nicht statthaft ist, weil letzterer mit konzen- 
trierter, Hammarsten dagegen mit mehr verdiinnter LOsung ar- 
beitete. Dann wird bemerkt, dab bei den Versuchen Gewins ebenso 
gut die Parallelitiit ftir Gerinnung und Verdauung aufhort, wenn die 
Konzentration beim Digerieren mit Salzsiiure kleiner geworden 
ist. Auch Gewin hatte dies uatiirlich konstatiert, meinte aber, 
«man sei hier an der Grenze angekommen, wo die Enzym- 
lésung zu schwach wird, um im Verhaltnis 2 : 8 mit gentigender 
Genauigkeit Milch zur Gerinnung zu bringen, zur Vergleichung 
dieses Ergebnisses mit demjenigen der Digestionsprobe. Zur 
gleichen Zeit fangen die beiden Proben an, ver- 
schiedene Zeitdauer aufzuweisen.»?!) 

Gegen diesen Passus bemerkt Hammarsten, dal man 
(ierinnungen in 1-—4 Minuten, um die es sich hier handelt, noch 
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ganz genau ausfiihren kann und zwar schirfer als bei Zeiten 
von 10 bis 40 Sekunden. Dieser Ansicht schliebe ich mich 
an, und ich kann dabei noch bemerken, da ich durch noch 
nicht verOffentlichte Untersuchungen, in welchen der mittlere 
Fehler in der Bestimmung der Zeit als Funktion dieser Zeit 
bestimmt wurde, als meist giinstige Gerinnungszeit -- 3 Minuten 
gefunden habe. Die Sache liegt, wie ich glaube, so, dab beim 
Digerieren nach einer bestimmten Zeit die oben gefundene 
Wirkung der Milch sich bei der Gerinnung geltend macht und 
dies erklarte auch, warum die Gerinnungszeiten der zwei Proben 
unter sich verschieden ausfielen, denn es kommt dabei ein sehr 
unsicheres Moment mit ins Spiel. Da8 Gewin bei seinen Unter- 
suchungen die oben beschriebene schadliche Wirkung der Milch 
nicht beobachtet hat, schreibe ich dem zu, dali er im allge- 
meinen mit konzentrierten Enzyml6sungen gearbeitet hat. Weiter 
macht Hammarsten interessante Bemerkungen tiber Gewins 
Resultate, die einander zum Teil widersprechen. Ich entnehme 
der Arbeit Hammarstens den Auszug aus Gewins Tabelle Il, 
nach welcher die Proteolyse in 5 Tagen auf ‘5 herabgegangen 
ist, wihrend nach Stab 9 die Chymosinwirkung auf '/2, nach 
Stab 10 dagegen auf !/21 herabgegangen ist. 


10 


| Saure Lésung 


Datum | 1 com n+ teem 0,2 ccm 8 ccm ecm ecm 


| Wasser | Wasser _ Wasser, 0,2°/o HCl 
Gerinnung in Sek, | Gerinnung in Min. | Proteolyse 
1. Mai 5 | 1%/s | 32,49 
10 34—37 | 6,76 
Abnahme | 1 | 


Hieriiber schreibt Hammarsten: 

«Ein Blick auf den obigen Auszug aus der Tabelle Il zeigt, 
da der Unterschied zwischen den Lésungen (Stab 9 und 10) 
nur in einer ungleich starken Verdiinnung mit Wasser besteht. 
Man sieht also, da’ ein und dieselbe Lisung, wenn sie reicher 
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an Enzym und Saure ist, eine bedeutend geringere Abnahme 
der Chymosinwirkung anzeigt, als wenn sie armer an Enzym 
und Siure ist, und demselben Verhalten begegnet man auch 
in der Tabelle III>. 

Nach den Ergebnissen meiner Untersuchungen konnte 
man hier fiir Stab 9 und 10 nicht dasselbe Verhiltnis er- 
warten. Bei der gréferen Verdiinnung von Enzym und Saure 
in Stab 10 wird offenbar am 6. Mai das Enzym wihrend des 
Gerinnungsversuchs schon stark geschadigt und dies erklart 
die Abnahme auf !/21, wahrend die Zerstérung in dem mehr 
sauren Medium nicht oder viel weniger stattfindet. 

Warum nach der Gerinnung in mehr saurer Lésung die 
Abnahme nur auf !/2 gefunden wurde, nach Mett aber auf 
ie ist mir nicht versténdlich; ich halte es aber fiir méglich, 
dafi bei so kurzen Gerinnungszeiten (5 und 10 Sekunden) er- 
hebliche prozentische Fehler gemacht werden. Auch andere 
Widerspriiche in Gewins Zahlen, die von Hammarsten 
hervorgehoben wurden, finden in demselben Umstande ihre 
Erklarung. 

Bei niaherer Betrachtung von Gewins Versuchen findet 
man Beobachtungen, die sich sehr gut erkléren lassen durch 
meine Resultate. Er hat z. B. gefunden (Seite 45 und 46), 
dafB das Kalbsenzym bei 64maliger Verdiinnung Abweichungen 
von dem Zeitgesetz zu zeigen anfing, wahrend das Schweins- 
enzym schon bei 4maliger Verdiinnung abnormale Zahlen gab. 
Wurde statt mit Wasser mit Chlorcalciumlésung verdiinnt, so 
wurde noch bei 32maliger Verdiinnung diesem Gesetze Gentige 
geleistet; bei saurer Reaktion noch bei 128 maliger Verdiinnung. 
Er schreibt: «Beurteilt nach der Wirkung bei saurer Reaktion, 
war die Lésung des Schweinsenzyms doppelt so stark als die- 
jenige des Kalbsenzyms. Wurde bei dieser Reaktion so weit 
verdiinnt, daf die Gerinnungszeit auf 10 Sekunden kam, so 
labte bei neutraler Reaktion das Kalbsenzym in 160—170 Se- 
kunden, das Schweinsenzym aber erst in mehr als einer Stunde. 
Man kann also sagen, daB das Schweinsenzym durch Neutra- 
lisation mit Alkali mehr geschadigt wird als das Kalbsenzym. » 
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Obwohl es feststeht, dafi dies der Fall ist, scheint mir doch 
darin nicht die einzige Ursache der Erscheinung gelegen zu 
sein. Ich glaube vielmehr, daf in den neutralen Milchenzym- 
mischungen das Schweinsenzym stark, in der mit Chlorcalcium 
versetzten infolge der Vermehrung der H-lonenkonzentration 
weniger stark und in den sauren Lésungen nicht oder sehr 
wenig zersetzt wird. Weiter glaube ich auch, daf der ver- 
schiedene Kinfluf von CaCl, auf Bangs Parachymosin (Schweins- 
enzym) und Chymosin erklirt werden kann durch die Ver- 
mehrung des reellen Sauregrads der Milch beim Hinzufiigen 
von CaCl,, wie ich friiher gefunden habe; beim Parachymosin 
wird dann namlich die Zersetzung des Enzyms wahrend der Ge- 
rinnungsversuche kleiner sein, ein Umstand, der beim Chymosin 
(Kalbspraéparat) nicht in Betracht kommt. 

Weiter mu8 ich noch die bekannten Versuche Schmidt- 
Nielsens') erwahnen. Dieser Forscher hat eine Versuchs- 
anordnung gewahit, durch welche die Dualitaét der Enzym- 
wirkungen in sehr schlagender Weise zutage gebracht zu 
werden schien. Er erwarmte bekanntlich eine Kalbsmagen- 
infusion so lange, dafi sie ihre labende Wirkung in neutraler 
Milch groBtenteils verloren hatte (Gerinnung in 4—6 Stunden). 
Dann verdiinnte er den nicht erwirmten Teil so weit, daB 
Milch in derselben Zeit zur Gerinnung kam. Wiederholte er 
dann die Gerinnungsversuche, nachdem der Milch 0,4°/o0 HCl 
zugesetzt war, so zeigte sich, daB fiir die verdiinnte Enzym- 
losung die Gerinnungszeit z. B. von 355 auf 215 Minuten fiel, 
fiir die digerierte aber von 370 auf 6 Minuten. Schmidt- 
Nielsen gibt diese Erklarung, da’ beim Digerieren haupt- 
sichlich das Chymosin vernichtet wird, das Pepsin nur wenig. 
In neutraler Lésung wirkt das Pepsin nicht, in der sauren 
Milch aber wirkt das Pepsin, und dies wiirde auch eine Fal- 
lung zur Folge haben. In der verdiinnten, nicht digerierten 
Losung ist auch das Pepsin so verdiinnt, daB man nicht eine 
so viel schnellere Gerinnung erwarten kénnte. Die geringere 
Pepsinkonzentration letzterer L6sung wurde durch sehr viel 


') Diese Zeitschrift, Bd. XLVIII, S. 92. 
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langsamere Fibrinverdauung gezeigt. Gewin gibt wortlich 
folgende Auffassung: «in der digerierten Lésung wird das 
Enzym durch Neutralisieren abgeschwacht, durch darauffolgendes 
Ansiuern wird aber ein Teil behalten, der imstande ist, eine 
Fibrinflocke in ziemlich kurzer Zeit zu losen, wahrend in der 
nicht digerierten Loésung das Enzym durch Neutralisieren 
weniger geschidigt wird und labende und proteolytische Wir- 
kung durch Verdiinnen in gleichem Mae abnehmen». Ham- 
marsten zeigte aber, da auch bei blo&er Verdiinnung mit 
Wasser der sauren Enzymlisungen ein solches Resultat er- 
halten wird; weil dieser Forscher keine Zahlen gibt fiir die 
Gerinnung von angesduerter Milch, habe ich Schmidt-Nielsens 
Versuch wiederholt und dabei selbst die Verdiinnung mit 
Wasser unterlassen. Es wurde 1 ccm der sauren Enzymlésung 
(0,2°/o HCl) mit 25 cem Milch gemischt. Loésung A ist die 
erwirmte, LOsung B die nicht erwérmte, aber verdiinnte Losung. 
Bei der «sauren Milchgerinnung» enthielt die Milch-Enzym- 
mischung im ganzen 0,64°/oo HCI. 


Tabelle VI. 
: Lésung A Lésung B 
| 
1. Neutrale Milchkoagulation | 315’ 310° 
Saure | 2’ 43” | 35’ 
2. Neutrale Milchkoagulation | 
Saure > | 3/22” 50! 


In 2 war bei der sauren Milchkoagulation im ganzen 
0,5°/o0 HCl zugesetzt. 

Wie sich das ganze Bild dndert, wenn der Versuch statt 
bei 37° C. bei 26° C. ausgefiihrt wird, zeigt folgende Messung. 
(Dieselbe Milch von 2, ebenfalls mit 0,5°/oo HCl angesauert). 


Tabelle VII. 


Lésung A | Lésung B 
| 
Neutrale Milchkoagulation < 105! | 330/ 
Saure 11/45” | 91/ 
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In diesen Versuchen wurde also gar nicht neutralisiert 
und doch ist das Resultat dem Befunde Schmidt-Nielsens 
sehr ahnlich. Daraus ist also zu schlieBen, daf nicht die 
Neutralisation vor der Mischung mit Milch die Ursache der 
Erscheinung ist, wie Gewin meinte. Ich erklire mir die Sache 
wieder einfach so, dafi das Enzym der erwirmten Lésung bei 
neutraler Milchkoagulation fast ganz zerstért wird, das ver- 
diinnte, nicht erwarmte in weit geringerem Mase. Durch die 
hinzugesetzte Salzsiure wird die OH-lIonenkonzentration so 
bedeutend herabgedriickt, dafs auch das erwiirmte Enzym_ nicht 
oder fast nicht geschidigt wird, was sich durch die ganz 
kurzen Gerinnungszeiten kund gibt. 

Auch die anscheinend so schlagenden Versuche Schmidt- 
Nielsens haben also, wie mir scheint, ihre beweisende Kraft 
verloren. Schlieblich erinnere ich an die Untersuchungen Sa- 
witschs,') die mir jetzt von ganz besonderem Interesse 
erscheinen. Erstens hat dieser Forscher fiir Magensaft eines 
Hundes fast vollkommene Parallelitét fiir Gerinnung und Ver- 
dauung gefunden. Die Versuchsanordnung war eine solche, 
eventuelle Zerst6rung des Enzyms durch die Hydroxyl- 
ionen der Milch darum nicht stérend auf die Resultate ein- 
wirken konnte, weil gearbeitet wurde mit Lésungen von der- 
selben Enzymkonzentration, nach der Koagulation gemessen, 
und somit die Zersetzung des Enzyms in den zu vergleichenden 
Losungen die gleiche war. Zweitens hat er den Saft digeriert 
mit Salzsdéure, findet aber dann nicht ein Auseinandergehen 
der beiden Wirkungen. Ich halte es fiir méglich, dab infolge 
der Neutralisation mit NaHCO, soviel Kohlensaure gelést bleibt, 
dafi bei der Mischung 1:5 Milch die H-lonen noch so zu- 
nehmen, dai das Enzym fast nicht zerseizt wird; dariiber 
kénnte aber erst eine nahere Untersuchung entscheiden. Bei 
der Besprechung der Versuche Schmidt-Nielsens  glaubt 
Sawitsch diese Resultate in derselben Weise als Gewin er- 
kliren zu miissen und er fihrt zu diesem Zwecke ein paar 
Versuche an, aus denen hervorgehen soll, daB das Auseinander- 


') Diese Zeitschrift, Bd. LV, S. 4. 
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gehen der beiden Wirkungen sehr wohl der Neutralisation zu- 
geschrieben werden kann. Ich muf gestehen, daB diese Versuche 
nicht sehr iiberzeugend auf mich gewirkt haben, denn die 
gefundenen Unterschiede sind sehr klein im Vergleich mit den 
von Schmidt-Nielsen gefundenen. Wie ich aber erwihnte, 
ist diese Erklarung nicht stichhaltig, denn bei Vermeidung der 
Neutralisation findet man dasselbe. Interessant ist aber, daf 
Sawitsch das Auseinandergehen der beiden Wirkungen infolge 
Neutralisation mit NaOH und NaHCO, aufheben konnte durch 
Hinzuftigen grofer Mengen Chlorcalcium. Dadurch wird die 
H-Ionenkonzentration bedeutend gesteigert und es ware wiin- 
schenswert, zu untersuchen, ob nicht auch hier der bisher 
nicht beachtete EinfluB der OH-Ionen der Milch eine Rolle 
spielt. Die Tatsache, dafi der mit NaOH neutralisierte Saft ohne 
CaCl, stark von dem Zeitgesetz abweicht (Tabelle VII seiner 
Arbeit), spricht stark dafiir. Auch Tabelle VI weist darauf hin. 

Wenn ich nun schlieBlich alle die von den verschiedenen 
Forschern erhaltenen Resultate zusammenstelle, so sehe ich 
keinen Grund mehr, um zwischen einem verdauenden und ge- 
rinnenden Enzym im Magensaft zu unterscheiden, eine Auf- 
fassung, zu welcher die schonen Untersuchungen Hammarstens 
friiher notwendig fihren muBten. 

Jetzt scheint mir die einfachere Vorstellung, das Chymosin 
und Pepsin seien identisch, die am meisten begriindete. Ich 
bin weit davon entfernt, diese interessante Enzymfrage als er- 
ledigt zu betrachten; schon die Tatsache allein, daB das von 
Hammarsten mittels Cholesterin dargestellte Chymosin noch 
nicht auf Verdauung gepriift wurde (nach Reinigen natiirlich), 
wiirde eine solche Auffassung nicht gestatten. In einer solchen 
«Trennung» von Chymosin und Pepsin ohne weiteres einen Be- 
weis fiir die Dualitaét zu sehen, davon kann, wie ich glaube, 
nunmehr nicht die Rede sein. Und wenn ich mich nun frage, 
was die nachste Aufgabe sein wird in diesem so verwickelten 
Probleme, so scheint mir das Studium, qualitativ und quanti- 
tativ, von dem Einflusse der iuferen Umstande (Art und Menge 
der Verunreinigungen, Alkalitat, Temperatur usw.) auf dieses 
emplindliche Enzym — Untersuchungen also, wie sie von Gewin 
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aufgenommen sind — am meisten aussichtsvoll. Ich kann 
namlich der Ansicht Hammarstens nicht beitreten, es sei 
besser, mit Kalbsmageninfusionen zu arbeiten als mit Enzym- 
lésungen, nach Pekelharing bereitet. Vergleicht man den 
Gehalt an Trockensubstanz der letzteren, bei gleich starker 
labender Wirkung, mit den Zahlen von Hammarsten, so 
springt der enorme Unterschied ins Auge. So lange die Frage 
einen gewissermaben praktischen Hintergrund hatte, die Wir- 
kung des Magensaftes als solche kennen zu lernen, war die 
Arbeitsweise Hammarstens mehr gerechtfertigt, fiir den rein 
wissenschaftlichen Zweck tut man meiner Meinung nach besser, 
mit méglichst gereinigten Loésungen anzufangen. 

SchlieBlich méchte ich auch hier Herrn Prof. Pekel- 
haring meinen verbindlichsten Dank abstatten fiir die Freund- 
lichkeit, mir grofe Mengen gereinigtes Pepsin zur Verfiigung 
zu stellen. 


Zusammenfassung. 


Es wurde gefunden: 

1. Gereinigtes Schweinsenzym liefert beim Digerieren mit 
HC] 0,2°/o eine Lésung, die nicht gerinnend und kriftig ver- 
dauend auf Hiihnereiweif} wirkt. 

2. Die erwarmte Losung verdaute, bei 0,7 * 10—°-n-H, 
kraftig Casein. Als Ursache dafiir, daf friiher bei erwarmten 
Kalbsmageninfusionen nur geringe Verdauung des Caseins ge- 
funden wurde, zeigte sich die Tatsache, daB in den Kalbsmagen- 
infusionen die Pepsinwirkung tiberhaupt eine geringere war. 
Fiir Handelslab ist sie meistens auferst gering, was die friiher 
gefundene vollkommene Parallelitat fiir Caseinverdauung und 
Gerinnung erklirt. 

3. Durch Reinigen der erbitzten, nicht labenden Schweins- 
pepsinlésung (Dialyse und Fallung mit (NH,),SO,) wurde eine 
Enzymlésung erhalten, die mit der nicht erwarmten Loésung 
vollkommen identisch war; das koagulierende Enzym war also 
nur scheinbar vernichtet bei der Digestion. 

4. Das gereinigte Schweinspepsin wird wahrend des Ge- 
rinnungsversuchs durch die Hydroxylionen der Milch stark ge- 
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schadigt. Mit HCl 0,2°/o digeriertes Enzym ist noch bedeutend 
empfindlicher in dieser Hinsicht. Sobald die Temperatur héher 
ist, wird es mehr geschiadigt. So wurde z. B. gefunden: 


Bei 37,5° C. Bei 30° C, 
Nicht erwarmt, Gerinnung in 35”. Nicht erwarmt 55”. 
Erwarmt, ; » 6 Stunden. Erwarmt 8’. 


Fir das Schweinsenzym ist also die Gerinnungszeit bei 
Bruttemperatur kein zuverlissiges Mafi fir das koagulierende 
Ferment. 

5. Fir nach Hammarsten bereitete Kalbsmageninfusion 
wurde dasselbe gefunden. Nach den Gerinnungsversuchen bei 
37° C. wurde fiir die nicht erwarmte und die digerierte Lésung 
das Verhaltnis des Enzyms zu 1: 192, bei 0° C. zu 1: +20 
gefunden. 

Nach Mett fand ich dann 1 : 4,8. 

Die langen Gerinnungszeiten der erwarmten Kalbsmagen- 
infusionen sind der Zersetzung des Enzyms durch die Hydroxyl- 
ionen der Milch zuzuschreiben. 

6. Mehrere Widerspriiche in den Resultaten verschiedener 
Forscher finden eine einfache Erklaérung in dieser bisher nicht 
geniigend beachteten Erscheinung. 

7. So wird der bekannte Versuch Schmidt-Nielsens 
auch ganz einfach dadurch erklart, daB die erwarmten Lisungen 
bei «neutraler Koagulation» stark zerst6rt werden, bei «saurer 
Koagulation» dagegen nicht infolge der bedeutenden Verminde- 
rung der OH-Ionen in der Milch. Es wurde weiter gezeigt, 
daf die Erscheinung nicht auf Schadigung durch die Neutralisa- 
tion zuriickgefiihrt werden kann, denn auch ohne Neutralisation 
findet man ein starkes Auseinandergehen der beiden Wirkungen. 

8. Es liegt kein Grund mehr vor, zu unterscheiden zwischen 
proteolytischem und koagulierendem Enzym im Magensaft. Nur 
den iuferen Umstinden zufolge tritt bald die eine, bald die 
andere Wirkung in den Vordergrund, wie es von Pawlow, 
Pekelharing, Gewin u. a. angenommen wird. 


Hoorn, Dezember 1909. Reichslandw. Versuchstation. 


i ‘ 
y 
; 
q 
5 
j 
hot 
isd 
pee 
ae 


Uber das Verhalten des Histidins gegen Pikrolonsaure. 
Von 
P. Brigl. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 13. Januar 1910.) 


Die Pikrolonsiure, von Steudel?) in die physiologische 
Chemie eingefiihrt, hat sich als Fallungsmittel einer ganzen 
Reihe von Basen bewahrt. Am meisten benutzt wurde sie 
und leistete die wichtigsten Dienste bei der quantitativen Be- 
stimmung der bei der Spaltung der Eiweifk6rper gewonnenen 
Aminosiéuren Arginin und Histidin. Hierfiir sind von A. Kossel 
und Pringle,?) sowie Weif*) genaue Vorschriften angegeben, 
nach denen die Mengen von Arginin und Histidin aus den 
Salzen C,H,,N,O, - C,,H.N,O, (Argininpikrolonat) und 

C,H,N,0, - (Histidinpikrolonat) 
berechnet werden. Diese gewichtsanalytische Methode gibt nach 
Weil «verglichen mit den bei der Kjeldahl bestimmung gefun- 
denen Werten, beim Arginin sehr gute, beim Histidin zufrieden- 
stellende Resultate>. 

Gelegentlich einer neuen Beschreibung der bisher dar- 
vestellten Salze des Histidins geben nun Abderhalden und 
Einbeck*) an, daf das Histidinchlorhydrat resp. -Dichlorhy- 
drat sich stets mit zwei Molekiilen Pikrolonsiure zu einem 
Dipikrolonat verbindet. Hiernach erschien die Existenz eines 
Monopikrolonates recht zweifelhaft. | 

Demgegeniiber stellte ich nun noch einmal fest, dafs man 
aus freiem Histidin, wenn man sich an die Vorschriften von 
A. Kossel und Weif halt, das Monopikrolonat erhalt. 

Das zu den folgenden Versuchen noétige Histidin wurde 
folgendermafien gewonnen: 

5 1 defibriniertes Rinderblut wurden mit dem gleichen 
Volumen 0,9°/oiger Kochsalzlésung versetzt und in der Kossel- 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XXXVII, S. 219, und Bd. XLIV, S. 157. 
*) Ibid., Bd. XLIX, S. 318. 

Ibid., Bd. LI, S. 112. 

*) Ibid., Bd. LXI, S. 381. 
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schen Zentrifuge ausgeschleudert; der BlutkOrperkuchen wurde 
auf dem Wasserbad unter Zusatz von 300 g Seesand getrock- 
net und zu einem lockeren Pulver verrieben. Zur Hydrolyse 
wurde auf je 1000 g getrockneter Blutkérperchen 1 | konzen- 
trierter Salzsiiure verwandt, mit der 10 Stunden gekocht wurde. 
Dann wurde, nach Zusatz von Tierkohle, durch Einleiten von 
Wasserdampf der griBere Teil der Siure vertrieben, mit 30°/oiger 
Kalilauge bis zur nur noch schwach sauren Reaktion versetzt 
und filtriert. Jetzt wurde mit Natriumcarbonat deutlich alkalisch 
gemacht und das Ammoniak durch Wasserdampf vertrieben, 
was durch die Dampfdestillation sich recht rasch erreichen 
libt. Es ist vorteilhaft, das Ammoniak mdéglichst vollstindig 
zu vertreiben, da sonst der Verbrauch an Quecksilberchlorid 
und spiter an Phosphorwolframséure unnétig wird. Beim 
Erkalten und noch mehr beim Eindampfen der zur Vorsicht 
wieder schwach angesiuerten Losung schieden sich grofe Salz- 
mengen ab. Von diesen kann abfiltriert werden, sie enthalten 
kaum Histidin, und man entfernt so, neben viel anorganischer 
Substanz, einen Teil anderer, st6render Amidosiiuren. 
Das Filtrat wurde in dauernd alkalischer Lésung mit Queck- 
silberchlorid gefillt und der Niederschlag durch Schwefelwasser- 
stoff zersetzt. Die von Schwefelquecksilber und Schwefelwasser- 
stoff befreite Lésung wurde mit Schwefelséiure auf etwa 4°)» 
gebracht und mit Phosphorwolframsdéure gefallt. Mit dem Zu- 
satz des Reagens wird aufgehért, wenn in einer Probe die 
Fiillung nicht mehr momentan, sondern erst nach einigen Se- 
kunden auftritt. Da fiir das Folgende eine sorgfiltige Ent- 
fernung von Salzsiiure aus dem Niederschlag notwendig ist, 
wird dieser noch einmal in 4°/oige Schwefelséure eingetragen, 
sorgfiiltig damit verrieben und abgesaugt. Dann wird er mit 
Baryt zersetzt, filtriert, aus dem Filtrat das Baryum durch 
Kohlensiiure vertrieben und die eingeengte Lésung mit Sal- 
petersiiure angesiiuert. Es wird nun eine gerade ausreichende 
Menge Silbernitrat zugefiigt. Zu erkennen ist ein Uberschul 
daran, daB eine Probe der Lésung mit Baryt keine rein weibe 
mehr, sondern eine gelbliche Fillung ergibt. Nachdem von 
dem in saurer Lésung Fallenden abfiltriert, wird mit Barvt 
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neutralisiert, der Histidinsilberniederschlag mit Schwefelwasser- 
stoff zersetzt und das Filtrat stark eingedampft. Das hierbei 
sich in einer Menge von 18 g abscheidende Histidin ist schon 
recht rein. 

Wir haben vorgezogen, nach der Quecksilberfiillung noch 
mit Phosphorwolframsaure und dann mit Silbernitrat und Baryt 
zu fiillen, weil das Histidin dann entschieden reiner ist, als 
wenn man die Quecksilberfallung direkt verarbeitet, und dadureh 
der geringe Mehraufwand an Mithe reichlich aufgewogen wird. 

Das so gewonnene freie Histidin lief sich nun leicht mit 
Pikrolonsiéiure zu einem Monopikrolonat kondensieren: 

1 g Histidin in wenig Wasser wurde mit 1,7 g Pikrolon- 
siiure versetzt, die in Alkohol in der Hitze gel6st waren. Die 
Mengenverhiltnisse entsprechen molekularen Mengen. Es fallen 
gelbe Flocken aus, deren Menge nach 16stiindigem Stehen 
2.58 statt 2,7 g betrug. Wire der ausfallende K6rper das 
Dipikrolonat, so kOnnte seine Menge héchstens 2,2 g betragen, 
indem nur eine Hiilfte des Histidins in Reaktion tritt. Auber- 
dem mitibte dann aus der Mutterlauge durch Zusatz von Pikrolon- 
siiure wiederum Pikrolonat ausfillbar sein, was nicht der Fall 
war. Der Korper lieB sich aus Wasser umkrystallisieren, wovon 
in der Hitze 80 Teile, in der Kalte etwa 500 zur Lésung aus- 
reichten. Das Pikrolonat bestand aus rein gelben, mikroskopisch 
kleinen Nadeln, deren Zersetzungspunkt bei raschem Erhitzen 
bei 232° lag. 

Eine Stickstoffbestimmung ergab folgende Werte: 

0.1399 ¢ Substanz liefern 29.4 ccm Stickstoff bei 17° und 751 mm. 
C,H,N,O, C,,H,N,O, berechnet: 23,43 N. 
Gefunden: 23,940 » 

Fiir das Dipikrolonat berechnet sich 22,5° 0 N.!) 

Zum weiteren Beweis, dafi das Monopikrolonat vorlag, 
wurde es mit Salzsiiure zersetzt und in einem Extraktions- 
apparat die Pikrolonsiiure durch Ather extrahiert. 

1) Steudel hat bei seinen Analysen 24,02 und 23,10 °o N gefunden 
und die Zahlen auf das Monopikrolonat bezogen. (Diese Zeitschrift, Bd. XLIV, 
S. 157.) Da die eine Verbindung mit 24,02°/o N aus Histidindichlorid 
hergestellt war, so hat hier offenbar Histidindipikrolonat vorgelegen; 
freilich pafMt der Stickstoffwert besser auf das Monopikrolonat. 
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1.35 ¢ Pikrolonat ergeben so: 
0.720 g Histidinchlorhydrat, 0,854 g Pikrolonsaure. 
CH N,O, berechnet: 0,735 g Histidindichlorhydrat. 
0,850 g Pikrolonsdure. 
(,H,N,O, -2C,,H,N,O, berechnet: 0,45 g Histidindichlorhydrat. 
1,04 g Pikrolonsaure. 

Zweifellos erhilt man also das Histidinmonopikrolonat, 
wenn man sich an die Vorschriften von A. Kossel und Weil 
hilt. Geht man allerdings, wie Abderhalden und Einbeck, 
von Histidinmono- oder Dichlorhydrat aus, so kommt man zum 
Dipikrolonat, wie folgender Versuch zeigt: 

1 g Histidin in 64,5 cem ”/10-Salzsiiure, der fiir ein Mol. 
berechneten Menge, geliést, ergaben nur 3,44 g Dipikrolonat, 
statt der theoretischen 4,4 g, also 78°/o. Es wurde so ver- 
fahren, daf} zunichst nur ein Mol. (1,7 g) Pikrolonsaure hinzu- 
gefiigt wurde und zum Filtrat dann erst ein weiteres Mol., wo- 
durch hier die Fiillung erst vollstandig wurde. Auch der zuerst 
auskrystallisierende Teil bestand aus Dipikrolonat, wie durch 
die Zerlegung mit Salzsiure bewiesen werden konnte. 

1.25 g ergaben 0,44 g Histidindichlorhydrat, 0,95 g Pikrolonsaure. 
Berechinet fiir C,H ,N,O, 2C,,H,N,O;: 041 g Histidindichlorhydrat, 
0,96 Pikrolonsaure. 

0.1585 g Substanz ergaben 30,3 ccm N bei 15° und 772 mm. 

Gefunden: 22,7°o N. 
C,H,N,O, berechnet: 225°! » 

Daf die Ausbeute so schlecht ist, beruht offenbar darauf, 
dafi die aus dem Chlorhydrat freiwerdende Salzsiiure auf einen 
Teil des Pikrolonates wieder zersetzend einwirkt. Deshalb ist 
dies Verfahren zur quantitativen Bestimmung des Histidins 
nicht geeignet, sondern dafiir geht man von freiem Histidin 
aus und wiigt als Monopikrolonat. 

Verwendet man auf ein Mol. Histidin 2 Mol. Pikrolonsiure, 
so kann man auch aus der freien Amidosiure das Dipikrolonat 
erhalten. 

0,5 g Histidin mit 1,7 g Pikrolonsdéure ergab so 1,96 g 
Dipikrolonat statt 2,2 g, d. h. 89°. 

Die beiden Pikrolonate unterscheiden sich durch ihre Farbe. 
Die Monoverbindung ist rein gelb, die Diverbindung orange. 
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Weitere Untersuchungen iiber Inosit. 
IV. Mitteilung. 
Von 
Dr. med. Franz Rosenberger, Spezialarzt fiir Stoffwechsel- und 
Verdauungskrankheiten in Miinchen. 


(Der Redaktion zugegangen am 14%. Januar 1910.) 


Zur Fortsetzung meiner friiheren Arbeiten') sah ich mich 
gezwungen, weife Mause zu verwenden. Es hat immer grobe 
Unzutraglichkeiten, in einer Stadt Kaninchen zu halten, und 
ohne vorangehende Beobachtung wollte ich die Tiere nicht ver- 
arbeiten, der Verwendung von Organen aus dem Schlachthof 
standen duBere Schwierigkeiten im Wege, die sich vielleicht in 
Zukunft heben lassen werden. , 

8 weifie Mause gleicher Bezugsquelle und gleicher Grobe. 
beiderlei Geschlechts (trachtige Tiere waren nicht darunter) 
wurden 3 Wochen lang in einem Glaskasten bei Zimmertempe- 
ratur auf Watte gehalten. Sie wurden mit Hanf, Weibbrot 
und Milch (24 Stunden alt) gefiittert und erhielten abwechselnd 
Apfel, Zucker und Schinkenstiickchen als Zulage. Am 21. Tag, 
5. Januar 1910, wurden sie in scheinbar bestem Allgemeinbe- 
finden dadurch get6tet, dab der Kopf mit einem starken Scheren- 
schlag abgeschnitten wurde. 5 Tieren wurden jeweils alsbald 
nach der Tétung Magen und Darm entfernt, bei welchem sehr 
summarischen Verfahren der Schnelligkeit wegen das Pankreas 
mitbeseitigt wurde. Um normale Verhiiltnisse zu lassen, hatte 
ich die Méuse nicht hungern lassen, deshalb untersuchte ich 
sie ohne die unteren Verdauungswege. Jedes Tier wurde noch 
wiihrend der dem K6pfen nach einer sekundenlangen Latenz- 


') Diese Zeitschrift, 1908, Bd. LVI, H. 4. — 1908, Bd. LVII, H. 5 
u. 6, — 1909, Bd. LVI, H. 4. — S. a. Miinchener medizinische Wochen- 
schrift, 1908, Nr. 34. 
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zeit folgenden Fluchtbewegungen zerstiickt und in kochende 
Kalilauge (5°/o) geworfen. Das in meiner ersten Verdffent- 
lichung angegebene einleitende Kochen in Wasser sparte ich 
mir: es hat den Zweck, bei grofen Tieren das Ablésen des 
Fleisches von den Knochen zu erleichtern; die grofen Stiicke 
sollen dabei wahrend des Erhitzens nach meiner friiheren An- 
gabe der Siedetemperatur durch haufige Einschnitte zugiing- 
licher gemacht werden, was in Lauge wegen der Messer nicht 
angiingig wire. Mit einer guten Schere kann man aber die 
Miause wiihrend des Einwerfens in die kochende Lauge ge- 
niigend zerstiickeln, um ihre Lésung in kiirzester Frist zu 
erzielen. 

Der weitere Verlauf gestaltete sich nach den friiheren 
Angaben. Ich habe nach dem Eindampfen mit Salpetersiure 
auf 1; Volumen und Alkalisieren mit Barytwasser zu der sie- 
denden Fliissigkeit 7 Volumprozent rauchender Salpetersiure 
unter starkem Riihren tropfenweise hinzugefiigt und dies Ver- 
fahren noch zweimal wiederholt, dann mit Bleizucker und Blei- 
essig je zweimal gefillt. Sublimat erzeugte in dem mit Schwefel- 
wasserstoff zerlegten Niederschlag der ersten Bleiessigfallung 
keinen Niederschlag. Mit freiem Chlor arbeitete ich nicht; der 
Praktiker wird zu haufig aus dem Laboratorium gerufen und 
eine einmal im Gang befindliche Chlorentwicklung laft sich 
nicht so schnell unterbrechen als z. B. die des Schwefelwasser- 
stoffs. Dafiir setzte ich den Filtraten vom Schwefelblei jeweils 
noch 2—-3 Tropfen konzentrierter Chlorwasserstoffsaure zu 
auber denen, die zuvor zur Erleichterung der Spaltung und 
Filtration vor dem Einleiten des H,S zugegeben worden waren. 
Diese wenigen Tropfen Chlorwasserstoffsaéure entfalteten beim 
Kindampfen zur Trockene eine starke reinigende Wirkung. 

Am gleichen Tag (d. Januar 1910) wurden die 3 tibrigen 
Miuse genau so wie die anderen getétet, Magen und Darm 
wurden entfernt und die Tiere mit 50 cem 0,85°/oiger Chlor- 
natriumlésung und 10 cem Chloroform in einen Thermostaten 
gestellt und genau 6 Tage bei 40° C. stehen gelassen, weil 
diese Tiere eine héhere Eigenwirme haben, als der Mensch. 
Dann wurde mit ihnen wie mit den fiinf ersten verfahren, nur 
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mit dem Unterschied, daf entsprechend weniger Lauge ge- 
nommen wurde. Das Durchschnittsgewicht der Miuse betrug 
25 g, fiir Magen und Darm zog ich 4 g ab und beniitzte dann 
die jeweils dreifache Menge Lauge; das Wasser des Autolysen- 
versuches brachte ich auch in Rechnung. Alle Niederschliige 
wurden je nach Umstinden ausgewaschen: mit grofien Mengen 
heiBen Wassers, bezw. kalter Bleizucker-, bezw. kalter Blei- 
essigldsung, das Auswaschen geschah in der Reibschale. 

Sowohl die sofort post mortem, als auch die nach der 
Autolyse untersuchten Mause hinterlieBen einen Riickstand, der 
positive Scherersche Reaktion gab, und welcher nach der 
ganzen Vorbehandlung und dem Ausfall der genannten Probe 
Inosit enthielt. Trotzdem ich aber mehr Miuse sofort unter- 
suchte, als autolysierte, war der Riickstand der letzteren fast 
dem der ersteren an Menge gleich (die Riickstiénde waren fast 
ganz weil) und es bedurfte von Riickstand II erheblich ge- 
ringerer Proben, um die Scherersche Reaktion positiv zu be- 
kommen, als von dem der sofort untersuchten Tiere. Diesen 
Umstand fiihre ich nur der Vollstandigkeit halber an, ich will 
keine weiteren Schliisse aus dem blofen Ergebnisse von Farben- 
reaktionen ziehen. Eines aber scheint mir durch das Ergebnis 
des Versuches bewiesen: Eine Zerst6rung des bei der weiben 
Maus im Korper wihrend des Lebens fertig vorhandenen 
tingzuckers findet nach dem Tod bei aseptischer Autolyse ') 
im Brutschrank nicht statt (NB. Winterversuch!). 

Ob diese Tiere neben dem fertigen Ringzucker noch 
«Inositogene» enthalten, miissen quantitative Versuche entscheiden, 
mir scheint es auferst wahrscheinlich. 

Ein quantitatives Verfahren fiir den Inosit auszuarbeiten, 
das leicht und billig ausfiihrbar ware, wiirde wirklich ein ver- 
dienstvolles Werk sein. Unter den Kohlenstoffverbindungen in 
der Organismenwelt ist er eine der verbreitetsten und wo er 
nicht fertig zu finden ist, da trifft man bei Pflanzen und Tieren 
seine Vorstufen, die «Inositogene» (vielleicht auch nur das 
‘Inositogen»). Zahlreiche Untersuchungen verschiedener For- 


t) Diese Zeitschrift, 1909, Bd. LXII, H. 3. (Salkowski und seine 
Schiiler.) 
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scher und an verschiedenstem Material lassen seine oder seiner 
Vorstufen Beziehungen zur Keimung, zum Wachstum, zur Fort- 
pflanzung, also zur héchsten Potenzierung des pflanzlichen und 
tierischen Lebens schon mehr vermuten als bloB ahnen. 

Auch die Erforschung der «Inositogene» (es werden woh! 
mehrere sein!), fiir deren Existenz kiirzlich Klein!) durch 
Versuch Nr. 25 und 26 seiner Arbeit (Fehlen des Ringzuckers 
im unbebriiteten Hiihnerei — Gegenwart desselben im lebenden 
Kiicken unmittelbar vor Verlassen der Schale) einen neuen 
Beweis erbracht hat, muB durch eine quantitative Durchforschung 
dieses Gebietes zu wichtigen Resultaten fiihren. Das Studium 
des Zuckerhaushaltes, welches sich allmahlich dem toten Punkt 
zu nahern scheint, diirfte z. B. durch die ErschliefBung eines 
neuen Forschungsgebietes gewibh viel gewinnen. 

Diesbeziigliche Versuche, die ich an den bei meinem 
Verfahren gewonnenen Riickstiinden, sobald diese fast weil} 
waren, zur Bildung des Inosithexacetals nach Maquenne?) 
anstellte, berechtigen zu schénen Hoffnungen. Da sich die weitere 
genaue Ausarbeitung einer solchen quantitativen Methode aber 
nicht mit der Téatigkeit eines praktizierenden Arztes vertriigt, 
muf ich die fernere Ausfiihrung anderen tiberlassen. 

Das von mir angegebene Verfahren zum Nachweis des 
Inosit ist offenbar sehr empfindlich: man kann damit haufig 
noch in Bruchteilen des Riickstandes von nur 40 ccm Urin bei 
den verschiedensten Kranken Zyklose nachweisen. Wem es 
aber fiir die Vorbereitung einer Mengenbestimmung zu gewalt- 
tiitig erscheint, der stumpfe die einzutréiufelnde Salpetersiure 
ein wenig mit Wasser ab, gehe nicht tiber die Hitze des Wasser- 
bades hinaus und verwende wiihrend des Einleitens der Saure 
einen rasch arbeitenden mechanischen Riihrer. Die alte Wasser- 
methode wiirde heutzutage Scherer selbst gewif nicht mehr 
anwenden, sie geniigte zu seiner schOnen Entdeckung und modge 
endgiiltig der Geschichte iiberlassen werden! 


') Joh. Heinrich Klein, Uber Vorkommen und Herkunft des 
Inosit im Tierkérper. Inaug.-Diss. Giefen a/L. 1909. 
*) Maquenne, Annales de chimie, 1886, VI. s., Bd. XII, S. 87. 
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Uber das Vorkommen von Arginin in den Stierhoden. 


Von 
G. Totani und K. Katsuyama. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat zu Kyoto.) 
(Der Redaktion zugegangen am 18, Januar 1910.) 


Mit der Analyse der Hodensubstanz beschiiftigt hatten 
wir die Absicht, die Frage, ob die Entwicklung der sekundiiren 
Geschlechtscharaktere!) durch irgend einen von Hodenzellen 
produzierten chemischen Stoff beeinflubt werde, zu entscheiden 
und den letzteren, wenn die Frage in positivem Sinne ent- 
schieden sei, niher zu charakterisieren. Die Untersuchung nahm 
jedoch durch einen zufilligen Befund eine andere Richtung an 
und fiihrte zuniichst zur Auffindung des Arginins in Stierhoden. 

Zur Darstellung des Arginins verfuhren wir hauptsiichlich 
in Anlehnung an die von A. Kossel und Fr. Kutscher an- 
gewandten Methoden folgendermafien: 3—4 kg zerkleinerter 
Masse von den unmittelbar nach der Schlachtung entnommenen 
und von Kapsel befreiten Stierhoden wurden mit der doppelten 
Menge Wasser durchgeriihrt und eine Stunde auf dem Wasserbade 
bei 50—d5° C. digeriert. Die Fliissigkeit wurde dann filtriert. 
der Kiickstand wieder auf die gleiche Weise mit Wasser extra- 
hiert und in einer Reibschale zu freiem Brei zerrieben, der 
Brei eine Stunde mit doppeltem Volumen Wasser auf 55° C. 
erwiirmt und zum dritten Male griindlich ausgeprebt. Die ver- 
einigten Fliissigkeiten wurden mit einer 20°/oigen TanninlOsung 
gefiallt und abfiltriert. Zur Entfernung des tiberschiissigen Tan- 
nins wurde das Filtrat zuerst mit Barytwasser versetzt, die vom 
Barvumtannat abfiltrierte L6sung dann mit verdiinnter Schwefel- 
siiure angesduert und von den Resten der Gerbsiiure durch Blei- 
oxvd befreit. Die Fliissigkeit wurde auf dem Wasserbade bei 
mafiger Temperatur bis auf etwa 11 eingedampft, dann filtriert 


4) Pfliiger, Pfligers Archiv, Bd. GXVI, S. 375. 
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und das Filtrat durch Schwefelwasserstoff von geléstem Blei 
befreit. Die bleifreie Fliissigkeit wurde nach dem Vertreiben 
des Schwefelwasserstoffs auf 5°/o Schwefelsiure gebracht und 
mit 10°/oiger gefallt. 

Der Phosphorwolframsiureniederschlag wurde in der tib- 
lichen Weise mit Barythydrat zerlegt und der Uberschuf von 
Baryt durch Kohlensiure entfernt. Es resultierte eine alkalische 
Fliissigkeit, welche organische Basen enthielt. Um die Purin- 
basen aus dieser Fliissigkeit zu entfernen, haben wir sie mit 
Salpetersiiure schwach angesiiuert und mit 20°/oiger Silber- 
nitratlbsung vollstiindig ausgefillt. Aus dem Filtrat von der 
Silberfiillung wurde eine Silberverbindung mit Silbernitrat und 
barytwasser ausgeschieden. 

Diese Silberverbindung wurde in Wasser zerteilt, mit 
Schwefelwasserstoff zerlegt und das Filtrat durch vorsichtigen 
Zusatz von Schwefelséure von Baryt befreit. Die so bereitete 
Fliissigkeit wurde bis auf etwa 200 ccm eingeengt, mit Schwefel- 
siure so stark angesiuert, dafs die ganze Fliissigkeit 5°/o der- 
selben enthielt, und mit einer nach der Vorschrift von A. Kosse] 
und A. J. Patten’) bereiteten Quecksilbersulfatlosung versetzt : 
es entstand ein geringfiigiger Niederschlag, der nach 12stiindigem 
Stehenlassen abfiltriert wurde. 

Der Quecksilberniederschlag wurde zur Entfernung des 
(uecksilbers mit Schwefelwasserstoff behandelt und [filtriert, 
das Filtrat zum Wegschaffen der Schwefelsiure mit Barythydrat 
alkalisch gemacht, durch Kohlenséure von tiberschiissigem Baryt 
befreit und dann abfiltriert. Beim Eindampfen des mit Salz- 
siure schwach angesiiuerten Filtrats blieb eine krystallinische 
Substanz zurtick, die prachtvolle Diazoreaktion gab. Ob diese 
Substanz mit dem Histidin identisch ist, konnte wegen des 
Mangels an Material nicht sicher entschieden werden. 

Das Filtrat vom Quecksilberniederschlag wurde durch 
Schwefelwasserstoff vom Quecksilber, durch Barythydrat von 
Schwefelsiure und durch Kohlensiiure vom iiberschiissigen Baryt 
befreit. Das auf ungefaihr 60 cem eingeengte Filtrat wurde mit 
einer gesiittigten wisserigen Pikrinsiurelésung versetzt und iiber 


') A. Kosselu. A. J. Patten, Diese Zeitschrift, Bd. XXXVIII, S. 40. 
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Nacht stehen gelassen. Es schied sich das Pikrat in der Form 
feiner gelber Nadeln aus. Das durch Umkrystallisation aus 
heiBem Wasser gereinigte Pikrat schmolz bei 210° und gab 
bei den Analysen die folgenden Werte. 


0.1554 ¢ Substanz gaben 30,8 cem Stickstoff bei 11° C. und 766,5 mm B.. 
entsprechend 24,33 °/o N. 

0.1258 g Substanz gaben 25,6 ccm Stickstoff bei 10° C. und 760 mm B., 
entsprechend 24,23°/o N. 

0,0924 g Substanz gaben 0,0344 g HO = 4,16 °%o H. und 0,1209 g CO, 


== 96,71°%o C. 
Berechnet fiir C,H,,N,O, €,H,0,0,: Gefunden: 
N 24,32 °/o 24,33°'0 24,23 %/o 
38,73 °/o 35,71°/o 
H 4,22 °%/o 0 


Die Krystallform und die analytischen Daten stellen es 
auber Zweifel, dafi das von uns erhaltene Pikrat mit dem Ar- 
gininpikrat identisch ist. Somit ist mit Sicherheit erwiesen, 
daB das Arginin als ein normaler Bestandteil der Stierhoden 
vorkommt. 

Aufer den Stierhoden ist das Arginin auch bereits in 
der «Ochsenmilz»!) und im Fischfleisch?) aufgefunden worden. 
Wir sind nun davon fest iiberzeugt, daf das Arginin sich viel 
weiterer Verbreitung im tierischen Organismus erfreut, wie man 
bis jetzt annimmt. Daf J. Mochizuki und Y. Kotake’) nicht 
das Arginin unter den autolytischen Produkten der Stierhoden 
nachzuweisen vermochten, kann vielleicht dadurch erklirt werden, 
dali die Hodensubstanz ein Ferment enthalt, welches spaltend 
auf das Arginin einwirkt wie Arginase. Ob tatséchlich ein 
arginaseartiges Ferment in den Stierhoden vorhanden ist, be- 
absichtigen wir durch weitere Untersuchung zu entscheiden. 


1) WI. Gulewitsch u. A. Jochelsohn, Diese Zeitschrift, Bd. XXX, 

?) U. Suzuki u. K. Joshimura, Diese Zeitschrift, Bd. LXII, S. 1. 
F. Kutscher, Diese Zeitschrift, Bd. LXIII, S. 104. 

°) J. Mochizuki u. Y. Kotake, Diese Zeitschrift, Bd. XLII, 5. 165. 
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Uber Verbindungen von Aminosduren und Ammoniak. 
IV. Mitteilung. 
Von 


Peter Bergell und Hanns von Wiilfing. 


(Der Redaktion zugegangen am 20, Januar 1910.) 


Theoretischer Teil. 


I. 


Die Amide der Aminosiiuren haben bereits vor 40 Jahren 
das Interesse der organischen Chemiker erregt. Indessen exi- 
stierte bis in die neueste Zeit keine Methode, nach der die ein- 
fachsten Repriésentanten dieser Gruppe leicht zuginglich waren. 

Erst Fischer und Konigs!) und spiter Kénigs und 
Mylo?) haben einen Weg gefunden, diese Stoffe rein darzu- 
stellen, indem sie die Ester der Aminosiiuren mit fliissigem 
Ammoniak behandelten. Der entgegengesetzte, urspriinglich 
naheliegende Weg, von den Amiden oder Estern der Halogen- 
fettsiuren auszugehen, war der altere, den Heintz,°) Schiff 
und andere versuchten. Nach den ausfiihrlichen Angaben von 
Heintz gelingt es aber, auf diesem Wege nur geringe Mengen 
von salzsaurem Glycinamid darzustellen. Schiff bezeichnet 
es allerdings als leicht, von den Homologen des Chloracetamids 
zu den halogenwasserstoffsauren Salzen einiger Amide von 
Aminosiiuren zu kommen. Da er jedoch seine Produkte nur 
durch eine Bromanalyse, die fiir Amid und Séure fast gleiche 
Werte ergibt, priifte und seine wenigen Angaben iiber die 
Eigenschaften der Praparate fiir die reinen Stoffe nicht zutreffen, 
so glauben wir nicht, daB dieser Autor die Aufgabe geldst hat. 
: ') Emil Fischer und Ernst Kénigs, Chem. Ber., Bd. XXXVII, 
S. 4599 (1904). 

Kénigs und Mylo, Chem. Ber., Bd. XLI, S. 


427 (1908). 
°) Heintz, Liebigs Annalen, Bd. CXLVIII, 8. 195; 


Bd. CL, 5. 67. 
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Schiff bezeichnet z. B. bromwasserstoffsaures Alaninamid 
als sirup6se Masse, die erst nach Verlauf von Monaten kry- 
stallin wird. Aus nachfolgender Beschreibung diirfte hervor- 
gehen, daB Schiff das angenommene Produkt nicht in Hiinden 
gehabt hat. Dem gegeniiber zeigen die Angaben von Heintz 
die diesem Autor eigene Ausfiihrlichkeit. Seine ungiinstigen 
Resultate scheinen zum Teil wenigstens dadurch bedingt ge- 
wesen zu sein, dafi er ausschlieBlich alkoholisches Ammoniak 
verwandte. 

Die Darstellung des salzsauren Glycinamids gelingt niim- 
lich leicht durch vorsichtiges Amidieren des Chloracetamids mit 
wasserigem Ammoniak in der Kalte, am besten bei 0° Ar- 
beitet man durchweg unterhalb 50°, so ergibt die Amidierung 
ungefaéhr 60°/o der Theorie an reinem salzsauren Glycinamid. 
Hoheres Erhitzen der wiisserigen L6sung schon auf 80° und 
selbst das Kochen verdiinnter alkoholischer Lésung fiihrt Ver- 
seifung herbei. Bei der leichten Zugingigkeit des Chloracetamids 
ist dieses einfachste Amid in jeder Menge erhiltlich. Die Her- 
stellung des freien Amids ist gleichfalls leicht durchfiihrbar, 
wenn man bei tiefer Temperatur in der Lésung des salzsauren 
Salzes die Salzséiure quantitativ abséttigt, sofort im Vakuum 
unterhalb 40° eindampft und das freie Amid mit Chloroform 
oder mit absolutem Alkohol aufnimmt. 

Bei der analogen Darstellung des Alaninamids ist not- 
wendig, direkt vom brompropionsauren Athyl durch Behandeln 
mit wasserigem Ammoniak in der Kite ohne Isolierung der 
Zwischenstufe des Halogenfettséureamids zum bromwasserstoff- 
sauren Alaninamid vorzudringen. Da der letztere Korper eine 
grobe Krystallisationsfahigkeit hat und sich aus heifem abso- 
luten Alkokol leicht umkrystallisieren laft, so wird das Salz 
des Alaninamids leicht analysenrein erhalten. Es ist jedoch 
unbedingt nétig, bei diesem Stoffe sowie bei dem bromwasser- 
stoffsauren Aminobutterséureamid einmal aus Wasser, in dem 
diese Stoffe leicht l6slich sind, umzukrystallisieren, und sinkt 
hierdurch natiirlich die Ausbeute. Dasselbe gilt fiir das brom- 
wasserstoffsaure Aminobuttersdureamid, das in Wasser und 
Alkohol bereits wieder etwas schwerer léslich ist als das erstere 
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Homologe, und daher eine héhere Ausbeute ergibt. Bei der Syn- 
these des Aminobuttersiiureamids tritt bereits die Erscheinung auf, 
dafi ein Teil des gebildeten Halogenfettsiiureamids sich der Um- 
setzung mit Ammoniak zum Amid der Aminosiiure entzieht. 
In diesem Falle ist seine Menge noch gering und beeintriichtigt 
den sonst glatten Reaktionsverlauf wenig, zumal die Krystal- 
lisationskraft des bromwasserstoffsauren Aminobuttersiureamids 
noch grOfer ist als die des homologen Alaninkorpers. 

Bei dem nachsthoheren Gliede der Reihe, und zwar handelt 
es sich hier wie bei den natiirlichen Aminosaiuren um _ ver- 
zweigte Ketten, tritt diese Erscheinung nun viel mehr hervor. 
Das Halogenfettsiureamid wird schwerer ldslich und daher 
wieder sehr leicht zugiangig. Aber die Resistenz des Halogens 
gegeniiber wisserigem Ammoniak wird so stark, daf die Gefahr 
der Verseifung der Siureamidgruppe wieder betrichtlicher wird. 
So fanden wir, dal nach dstiindigem Kochen von 10 g Brom- 
isovaleriansiureamid mit der zehnfachen Menge 25°/o igen 
wiisserigen Ammoniaks noch 5 g reines Ausgangsmaterial, das 
sich nach halbstiindigem Kochen bereits ganz gelést hatte, wieder 
auskrystallisierten. Selbst beim vierstiindigen Erhitzen im Kin- 
schluBrohr mit alkoholischem Ammoniak auf 100° wurden noch 
40°/o der angewandten Substanz unangegriffen zuriickgewonnen. 
Es zeigte sich aber, daB diese Resistenz beim niichsthoheren Gliede 
der Reihe, dem Bromisocapronsaéureamid, nicht mehr vorhanden 
ist. Alkoholisches Ammoniak verwandelt dasselbe in guter Ausbeute 
in bromwasserstoffsaures Leucinamid. Man muf also annehmen, 
dah diese Sonderstellung des Halogenisovaleriansiureamids 
gegeniiber dem Buttersiiure- und dem Isocapronsiiurekorper auf 
der Nahe der beiden Methylgruppen beruht, die hier eine sterische 
Hinderung bedingen. Ahnliche Verhiiltnisse beziiglich der Niihe 
der Isogruppe wurden von Emil Fischer und Scheibler’) be- 
schrieben. Das Amid der Bromisocapronsiure ist besonders 
leicht zugiingig, da es einmal schwer ldslich ist und sich zweitens 
aus dem kiiuflichen Bromid bereiten lift. Beim vorsichtigen 
Eintragen des Bromids in eiskaltes Ammoniak unter gutem 


1) E. Fischer u. H. Scheibler, Liebigs Annalen, Bd. CCCLXIIL. 
S. 136—68. Derivate der aktiven Valine. 
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Riihren scheidet sich das neue Amid ab, das aus heifem Wasser 
fast ohne Verluste umkrystallisiert wird. Aus dem bromwasser- 
stoffsauren Leucinamid lat sich &hnlich wie beim Glycinamid- 
chlorhydrat die freie Base gewinnen. 

Aus diesen Griinden ist das Glycinamid und das Leucinamid 
besonders leicht zugiingig. Geringere Ausbeuten gibt diese 
Methode beim Alaninamid und Aminobuttersiureamid. Bei der 
lsovaleriansiiure ist die Resistenz des in a-Stellung substituierten 
Halogens so grok, vielleicht der entgegengesetzte Weg, 
erst die primére Amingruppe der Aminosiiure einzufiihren und 
darauf die Séure tiber den Ester in das Amid zu verwandeln, 
vorzuziehen ist. Auch hat Lipp!) eine brauchbare Methode 
angegeben, das salzsaure Valinamid durch vorsichtige Verseifung 
des Nitrils mit Salzsiiure zu gewinnen. 

Es wurden einige neue Derivate des Glycinamids darge- 
stellt, die fiir das Verhalten dieser Base interessant sind. Be- 
handlung mit Benzoylchlorid fiihrt zu einem Korper, der die 
EKigenschaften des Hippuramids zeigt. Im Gegensatz zu Kénigs 
und Mylo fanden wir, daf auch Naphthalinsulfochlorid mit der 
freien Base in analoger Weise wie bei der Benzoylierung rea- 
giert. Erst bei Gegenwart von Alkali reagiert die Base mit 
einem zweiten Molekiil Chlorid, indem noch ein Acylrest an die 
Siiureamidgruppe geheftet wird. Auch 1laBt sich dieser Di- 
naphthalinsulfokérper aus dem Mononaphthalinsulfokérper  be- 
reiten. 

Chloracetylchlorid ergibt analog die analysenreine Ver- 
bindung Cl—CH,—Co—NH—CH,—CO—NH,, wenn auch in 
geringer Ausbeute. 

Das Ergebnis dieser unserer priiparativen Versuche be- 
steht also darin, dali die Gewinnung der Amide dieser Mono- 
aminosduren durch Einwirkung von Ammoniak auf die Ester der 
entsprechenden Halogeniettséiuren in vielen Fiillen erfolgreich 
durchfiihrbar ist, daf aber fiir jede dieser Synthesen eine be- 
stimmte Vorschrift innegehalten werden muf, die sich aus den 
Kigenschaften der einzelnen Verbindungen ergibt. 


') Ann. der Chemie, Bd. CCV, S. 14. 
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Die Frage, ob die Verbindungen zwischen Monoamino- 
siuren und Ammoniak fir die Eiweifichemie von Bedeutung 
sind, ist bisher wenig bearbeitet. Es ist nun hierfiir jeden- 
falls von Interesse, wir beobachteten, das Leucin- 
amid durch das Trypsin fermentativ gespalten wird. 
Der Verlauf der Fermentspaltung ist auch hier ein 
asymmetrischer. Das Amid der in der Natur vorkommenden 
optisch aktiven Komponente des Racemkorpers wird néimlich un- 
gleich schneller durch das Fermentverseift, als das Amid des d-Leu- 
cins. Dies konnte dadurch mit Sicherheit erwiesen werden, daf 
nach der Verdauung ein stark links drehendes Derivat des l-Leucins, 
namlich das p-Naphthalinsulfo-l-Leucin analysenrein erhalten 
wurde. Wir lieben das Trypsin bei schwach alkalischer oder 
ammoniakalischer Reaktion auf das bromwasserstoffsaure Salz 
des Leucinamids einwirken. Da das Salz gegen Kongo neutral, 
gegen Lackmus ganz schwach sauer reagiert, wurde eine ge- 
ringe Menge Soda hinzugeftigt. Das bei der Reaktion entstehende 
stark rechts drehende Naphthalinsulfo-d-Leucinamid lieB sich 
bei weiteren Versuchen vom Naphthalinsulfamid voéllig trennen 
und wurde gleichfalls analysenrein isoliert. 

Dagegen konnte beim Glycinamid und Alaninamid eine 
Spaltung durch Trypsin nicht erwiesen werden. Es besteht hier 
also fiir das Leucin eine Sonderstellung gegeniiber Glykokoll 
und Alanin, wie es in idhnlicher Weise bei dem Verhalten der 
Peptide gegeniiber dem Pankreasferment beobachtet worden 
ist. Wir miissen somit mit der Méglichkeit rechnen, daf in den 
EKiweibkérpern das Ammoniak auch an Leucin gebunden vor- 
kommt. 

Kigentiimlicherweise besitzt auch das in der Natur vor- 
kommende Halbamid der Asparaginsaéure eine betrichtliche Re- 
sistenz gegen Trypsin, wovon wir uns durch den Versuch tiber- 
zeugten. Allerdings sind in neuester Zeit in der Seidenraupe 
Fermente aufgefunden, die Asparagin glatt in Ammoniak und 
Asparaginsiéure zerlegen, ohne andere Aminosiuren anzugreifen. 
Diese Versuche sind von T. Takeuchi und R. Inouye!) aus- 


4) Chem. Zentralblatt, 1909, Nr. 8, S. 639. 
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gefiihrt worden. Auch will Effront aus der Hefe ein tryp- 
tisches Ferment gleicher Wirkung gewonnen haben. Beriick- 
sichtigt man das Vorkommen des Asparagins und Glutamins 
in der Natur, so erscheint es nicht ausgeschlossen, dal die 
Proteine tierischer Herkunft das Ammoniak vorzugsweise an 
andere Aminosiiuren gebunden zeigen als im Pflanzenreiche. 


Experimenteller Teil. 


Darstellung von salzsaurem Glycinamid aus Ammoniak und 
Chloracetamid. 
HCl - NH, - CH, - CO - NH,. 

1. 20 g Chloracetamid werden in 180 cem 25°/oigem 
Ammoniak unter Schiitteln und schwachem Erwiérmen gelést 
und die Lésung im Vakuum eingedampft. Dann wird nochmals 
mit ca. 50 ccm Ammoniak abgedampft und der Riickstand mit 
40 cem H,O aufgenommen. Es bleibt ein kleiner Riickstand, 
der abfiltriert wird. Die Losung wird mit der fiinflachen Menge 
absoluten Alkohols versetzt. Sie bleibt zunichst klar, beim 
Reiben und Kiihlen tritt jedoch eine schnelle Krystallisation ein, 
die sich bei weiterer Abkitihlung in Kéltemischung zu einem 
Brei verdichtet. Die Krystalle werden abgesaugt und im Vakuum 
getrocknet. Ausbeute 5!/2 g. Schmelzpunkt: 186—189° (korr.). 

Etwas von dem feuchten Krystallbrei wird in H,O gelost. 
Die Lésung ist gegen Lackmus sauer, gegen Kongo neutral. 

2. 50g Chloracetamid werden bei 40° in der zehnfachen 
Menge Ammoniaks gelist und die klare Lésung im Vakuum 
eingedampft. Der Riickstand wird mit 50 ccm Wasser aufge- 
nommen und mit absolutem Alkohol gefiillt. Die Krystalle 
werden abgesaugt und getrocknet. Ausbeute 18 g. Schmelz- 
punkt 180°. Nochmals in 20 ccm H,O gelést und mit zirka 
zehnfacher Menge absoluten Alkohols gefallt, zeigen die Krystalle 
den Schmelzpunkt 186—189°. Ausbeute 14 g. 

3. 50 g Chloracetamid werden unter Eiskiihlung 4 bis 
5 Stunden lang mit 500 cem Ammoniak geschiittelt, wobei alles 
in Lésung geht. Die klare Lésung wird im Vakuum einge- 
dampft. Der trockne Riickstand lést sich leicht bei Zimmer- 
temperatur in 50 ccm Wasser. Dann wird der Korper mit 
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zirka der zehnfachen Menge absoluten Alkohols gefallt und die 
Losung zur Vervollstandigung der Krystallisation in Kalte- 
mischung gesetzt. Die Krystalle wurden abgesaugt und im 
Vakuum getrocknet. 

Schmelzpunkt: 186—189°. 

Die Ausbeuten steigen auf diese Weise tiber 50°/o der 
Theorie an reiner Substanz. 

Bei spateren Darstellungen haben wir immer 100 g Chlor- 
acetamid mit 1000 cem Ammoniak in der Weise zur Reaktion 
gebracht, dab beide Substanzen unter starker Kiihlung 
durch ein elektrisch getriebenes Riihrwerk durcheinander ge- 
bracht wurden. 

Die so erhaltenen Substanzen sind krystallwasserfrei und 
geben bei der Analyse (die Substanz wurde im Vakuumexsik- 


kator iiber Schwefelséure getrocknet) folgende Zahlen: 
C,H,ON,CI: 
a) 0,2206 g Substanz bendtigen 40,25 "/10-Schwefelsiure = 25,63°0 N. 
Berechnet waren: 25,34°o N. 
b) 0.1715 g Substanz: 0,1347 g CO,, 0,1020 g H,O. 
Berechnet: C 21,72°/o, H 6,33°/o, N 25,34/o. 
Gefunden: C 21,42%o, H 6,66%o, N 25,61 %. 
In Krystallform, Léslichkeiten und Fillungsreaktionen zeigt 
das Salz die in der Literatur angegebenen Eigenschaften. 


Ausbeuteversuch. 


1 kg chloressigsaures Athyl gibt 550 g Chloracetamid. 
Diese Menge ergibt bei der Amidierung 360 g analysenreines 
salzsaures Glycinamid. 

(Hierauf berechnet betragt der Preis des Ausgangsmate- 
rials (Kahl baum) fiir ein Kilo salzsaures Glycinamid M. 56.—.) 


Glycinamid. 
NH, CH, - CO- NH,. 
Die freie Base erhiilt man aus dem Hydrochlorat leicht 
nach folgender einfacher Methode: 
2,2 g Hydrochlorat werden in 4 ccm Wasser gelist und 
auf O° abgekiihlt, 19,5 cem Normalnatronlauge werden auf 0° 
abgekiihlt und beide Fliissigkeiten unter Schiitteln und Kthlen 
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vereinigt. Die Losung wird sofort im starken Vakuum unter- 
halb 40° zur Trockne verdampft. Der Riickstand wird mit heibem 
Chloroform griindlich extrahiert, die chloroformischen Ausziige 
im Vakuum eingeengt. Es krystallisiert reines Glycinamid vom 
Schmelzpunkt 65—66° in mikroskopischen Nadeln aus. Aus- 


beute 0,7 g. 
d-l-Alaninamid. 
BrH: NH,-CH- CO- NH, 
én, 

20 g¢ brompropionsaures Athyl werden mit 200 cem 
25°/oigem Ammoniak unter guter Kihlung mehrere Stunden 
geschiittelt. Die Temperatur soll hierbei 6° nicht tiberschreiten. 
Es entsteht eine klare LOsung. Sie wird im Vakuum unter 45° 
zur Trockne eingedampft, nochmals in 100 cem Ammoniak 
gelist und wieder eingedampft. Da sich die Verbindung auch 
aus konzentrierter wasseriger Losung nicht durch Alkohol 
fillen laBt, wird der Riickstand in wenig Wasser gelést. Beim 
langsamen Verdunsten bei 40° scheiden sich nach 12 Stunden 
Krystalle ab, die sich beim Stehenlassen der Lésung bei 4° 
schnell vermehren, abgesogen und scharf abgeprefbt werden. 
Die ganze Ausbeute betriigt 12 g. Die Substanz ergibt bei 
der Analyse zwar den Bromgehalt der gesuchten Verbindung, 
bleibt aber im Stickstoffgehalt wesentlich zuriick (12,99°/o statt 
16,56°/o). Die Kohlenwasserstoffbestimmung der bei 100° ge- 
trockneten Substanz gab folgende Zahlen: 

C,H,ON,Br. Mol.-Gew. 169. 
0.1899 g Substanz: 0,1393 g CO,, 0,0935 g H,0. 
0.2000.» > verbrauchen 18,5 cem ®/10-H,SO,, entspr. 25.99 mg N. 
Berechnet: 21,309/o, H 5,32%o, N 16,56%o. 
Gefunden: C 20,01°/o, H 5,52°/o, N 12,99 %o. 

Krystallform: Kleine spitze Nadeln, rosettenférmig ge- 
lagert. 

Loslichkeit: Leicht léslich in Wasser. Léslich in heibem 
absoluten Alkohol, aus dem es beim Erkalten wieder aus- 
krystallisiert. Unlislich in Ather und Chloroform. Die wisserige 
Losung reagiert schwach sauer. 
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Bei den spiteren Darstellungen wurde auch hier zur 
Vereinfachung des Verfahrens das Schiitteln durch Riihren ersetzt. 

Im Vergleich zum Glycinamid gestaltet sich hier die 
Synthese komplizierter, da es nicht mdglich ist, das Halogen- 
fettsiiureamid zu isolieren und erst hieraus das Aminosaure- 
amid zu gewinnen. Die beiden Vorgiinge, namlich die Bildung 
des Siiureamids aus dem Ester und der Ersatz des Halogens 
durch NH, miissen vielmehr in einer Reaktion durchgefiihrt 
werden. Es ist hier noch nicht zu bemerken, dab diese 
letztere Phase, der Ersatz des Br durch NH, tréiger ver- 
liiuft wie beim Chloracetamid. Dies ist jedenfalls auch der 
Grund, dafi die Reaktion befriedigende Ausbeute gibt, wenn 
die Salze des Alaninamids auch nicht mit der auferordentlichen 
Leichtigkeit zugiinglich sind wie nach dem geschilderten Ver- 
fahren Glycinamid und seine Salze. 

Das aus diesem Priiparat dargestellte Naphthalinsulfo- 
d-]-Alaninamid war nach einmaligem Umkrystallisieren aus 
heiBem Alkohol von 95°/o rein. Schmelzpunkt 218°. 

Die Substanz selbst war jedoch unrein und enthielt wahr- 
scheinlich bromwasserstoffsaures Alanin beigemischt. Im Kapil- 
larrOhrehen erhitzt, sintert sie bei 145° und ist bei 156° (un- 
korr.) vollig geschmolzen. Umkrystallisieren aus heifiem Alkohol 
ergibt ohne gréBere Verluste eine wesentlich reinere Substanz, 
die scharf (bei 174—176° [unkorr.]) — korr. 176—177° — 
schmilzt. Zur Analyse wurde sie im Vakuumexsikkator getrocknet. 


Die Substanz ist krystallwasserfrei. 

. a) 0.2018 g Substanz: 0,1652 g CO,, 0,0986 g H,O. 

bh) 0.1606 » : 23,1 cem N bei 19° und 772 mm. 

ce) 0.2001 » 0.2200 g AgBr. 

C,H,ON,Br = 169 Mol.-Gew. | 

Berechnet: C 21,30°o, H 5,32°/o, N 16,56°/o, Br 47,33° o. 
Gefunden: 22.32%, H 5,48%o, N 16,80%o, Br 46,78%. 
Die Analyse eines bei einer weiteren Darstellung erhal- 

tenen Priiparates vom gleichen Schmelzpunkt ergab folgende 


Werte. 


0,2040 g Substanz: 0,1601 g CO,, 0,1000 g H,0. 
Berechnet: C 21,30° 0, H 5,32 °%o. 
Gefunden: C 21,40°/o, H 5,44°/o. 
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d-l-Aminobuttersaureamid. 


BrH; NH,—CH—CO—NH, 
| 
CH, 


| 
CH, 


20 cem brombuttersaures Athyl werden mit 200 ecm 
25°/oigem wéasserigen Ammoniak unter guter Eiskiihlung 6—-8 
Stunden geschiittelt. Es entsteht anfangs ein flockiger Nieder- 
schlag, der sich jedoch bei langerem Schiitteln wieder lést. 
Die klare LoOsung wird im Vakuum eingedampft. Der trockne 
Riieckstand wird mit wenig kaltem Wasser aufgenommen, wobei 
ein geringer Teil ungeldst bleibt, der abgesogen und getrocknet 
wird. Seine Menge betriigt 1 g. Es handelt sich um das Brom- 
buttersdéureamid. 

Br - CH- CO- NH, 


CH, 


| 
CH, 


Die Verbindung ist krystallwasserfrei und schmilzt, im 
Kapillarréhrchen erhitzt, bei 110—112° (korr.). Sie kann aus 
Aceton oder Essigester umkrystallisiert werden und ist in Al- 
kohol und Ather léslich. In heiBem Wasser ist sie unldslich, 
schwerer in kaltem. Zur Analyse wurde im Vakuumexsikkator 


getrocknet. 
C,H,ONBr. Mol.-Gew. 166. 


0,1703 g Substanz: 0,1796 g CO,, 0,0772 g H,0. 

02028 >» 0.2281 » AgBr. 

0.1758 » > : 12,6 ccm N (15°, 758 mm). 
Berechnet: 28.91%, H 4,82%o, N 843%o, Br 48,19%. 
Gefunden: C 28,77°/o, H 5,08°%o, N 8,37°o, Br 47,86° 0. 

Die Verbindung wurde bereits einmal von C. A. Bischoff 
dargestellt durch Einleiten von trockenem Ammoniak in die 
Benzoll6sung des Brombuttersiiurebromids und darauffolgende 
Extraktion mit siedendem Benzol. Bischoff bestimmte die 
Léslichkeiten der Substanz sowie ihren Stickstoff- und Bromgehalt. 

Aus dem wiisserigen Filtrat von Brombuttersiéureamid 
krystallisierte beim Stehen im Exsikkator eine Krystallmasse 
aus, die abgesogen und abgepreft wurde und deren Menge 
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16 g betrug. Schmelzpunkt: sintert bei 175° stark, ist aber 
erst bei 183° vollig geschmolzen. Diese Substanz ist noch 
nicht analysenrein. Im Gegensatz zum bromwasserstoffsauren 
Alaninamid wird sie jedoch nicht durch Umkrystallisieren aus 
heibem Alkohol, sondern durch nochmaliges Umkrystallisieren 
aus Wasser erhalten, aus dem sie auch viel leichter als das 
entsprechende Salz des Alaninamids sich wieder abscheidet. 
Ausbeute 11 g. 

Eine nach der ersten Krystallisation aus wasseriger LOsung 
mit Alkohol umkrystallisierte Substanz schmolz bei 185° und 
ergab folgende Zahlen: 

0.2133 0,2159 g CO, = 27,60°/o 
— 0,1209 = 6,35%o. 

Das reinere Produkt ergab folgende Zahlen. Zur Analyse 
wurde es im Vakuumexsikkator getrocknet: 

0,1937 g Substanz: 0,1816 g CO,, 0,1088 g H,O. 

0.2084 » » : 0.2096 » AgBr. 

Q,2001 » > : 25,5 ccm N (18°, 760 mm). 
C,H,,ON,Br. Mol.-Gew. 183. 


Kerechnet : C 26,23°/o, H 6,01°%o, Br 43,72°%o, N 15,30°o. 

Gefunden: C 25,57°/0, H 6,29°/o, Br 43,85°/o, N 14,72° 0. 

Die Substanz schmilzt bei 185—188° (korr.). Sie ist 
leicht lOslich in Wasser. Léslich in heifem Alkohol, aus dem 
sie beim Erkalten wieder in harten Krystallen auskrystallisiert. 
Unléslich in Ather, Chloroform. 

Die wisserige LOsung reagiert schwach sauer. 

Das Naphthalinsulfoderivat stimmt in seinen Eigenschaften 
mit dem von Kénigs und Mylo beschriebenen KOrper iiberein. 


Bromvaleriansaureamid. 
Br-CH-CO- NH, 


20 cem bromisovaleriansaures Athyl werden mit 200 ccm 
Ammoniak in Fis gekiihlt und darauf mehrere Stunden geschiittelt. 
Die Substanz wird hierbei nicht verandert. Nach Zugabe von 
weiteren 100 cem Ammoniak und 12stiindigem Schitteln tritt 
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noch keine Anderung ein, sondern erst nach dreitiigigem Schiitteln 
und nachdem nochmals 100 cem Ammoniak zugegeben sind, 
beginnt das Ol zu krystallisieren. Nach Zugabe von abermals 
200 cem Ammoniak tritt langsam Loésung ein, ein geringer 
Riickstand wird abgesaugt. Das Filtrat wird im Vakuum ein- 
geengt, nochmals der Riickstand abgesaugt. Ausbeute an Brom- 
valerianséureamid: Erstes Produkt 2 g, zweites Produkt 3,5 g. 
Das Filtrat, bromwasserstoffsaures Valinamid, wird krystalli- 
sieren gelassen. 

Bei einem zweiten Versuch wurden 100 ccm bromiso- 
valeriansaures Athyl und 1000 cem Ammoniak mit Hilfe eines 
elektrisch betriebenen Riihrers durcheinandergebracht. Es tritt 
sehr langsam LOésung ein. 

Das Filtrat vom Bromvaleriansiureamid und die erste 
Krystallisation aus Wasser werden mehrere Tage stehen ge- 
lassen. Aus der Masse krystallisieren 13—14 g, die abgesogen 
und gepreBt werden. Davon sind jedoch fast 10 g in Wasser 
schwer l6éslich, erst beim Kochen mit Wasser lésen sie sich 
und krystallisieren schnell in langen Nadeln. Schmelzpunkt 
130—132°. 

Der lésliche Teil wird wie gewohnlich krystallisiert, die 
Krystalle ergeben jedoch kein analysenreines Priparat von 
bromwasserstoffsaurem Valinamid. 

Die vereinigten Bromvaleriansiureamidpraparate (14 g) 
werden nochmals aus heifem Wasser umkrystallisiert. Man 
erhalt zentimeterlange farnkrautartig gelagerte Krystalle vom 
Schmelzpunkt 130—132 °. 

10 g des K6rpers werden mit 25°/oigem Ammoniak am 
Riickflu8 gesiedet. Auch nach mehrstiindigem Sieden krystal- 
lisiert beim Erkalten fast die ganze Masse als unveriindertes 
bromvaleriansiureamid. 

3g Bromisovaleriansiureamid werden mit 30 ccm 10°/oigen 
alkoholischen Ammoniaks 3 Stunden im Rohr auf 100° erhitzt, 
und beim Eingiefen in Wasser werden ca. 50°/o als Ausgangs- 
material zuriickerhalten. Das Filtrat ergab kein reines brom- 
wasserstoffsaures Valinamid. 

Das Bromisovaleriansdureamid krystallisiert aus Benzol 
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in Blittchen und zeigt die Eigenschaften, die Bischoff angibt 
(Ber. 31, S. 3236). 
C;H,,ONBr. Mol.-Gew. 180. 
0,2016 ¢ Substanz: 0,2440 g CO,, 0,1018 ¢ H,0. 
0,1066 » > : 7,1 ccm N (15°, 760 mm). 
0.2020» 0,2105 AgBr. 
Berechnet: C 33,33°/o, H 5,55°/o, N 7,77°/o, Br 44,4420. 
Gefunden: 33,01°%o, H 5,66%o, N 7,80°o, Br 44,34%o. 


Bromisocapronsaureamid. 
CHy 


CH — CH, — CH— CO — NH 
CH, C 2 


Br 


Bromisocapronsiiureamid wird dargestellt durch Eintragen 
von Bromisocapronylbromid in wiisseriges Ammoniak von 0°. 
Der sofort entstehende Niederschlag wird aus verdtinntem Al- 
kohol umkrystallisiert. 

Zentimeterlange feine Nadeln. Schmelzpunkt 95—97° 
(korr.). Die Substanz ist krystallwasserfrei. 

C,H,,ONBr. Mol.-Gew. 134. 
0,1780 g Substanz: 0,2425 g CO,, 0,1021 g H,O. 
0,1880 » > : 11,7 ccm N (17°, 764 mm). 
01307 > » 7,9 » » (179 758 » ), 
Berechnet: C 37,11°/o, H 6,18°o, N 7,21°/o 
Gefunden: C 37,15°%0, H 6,438°o, N 7,26 und 6,99 °%o. 


Die Substanz ist in Wasser und wasserigem Ammoniak 
recht schwer léslich, leichter in kaltem Alkohol und recht 
leicht léslich in heifem Alkohol, kaltem Aceton und Chloroform. 

Da die Verbindung anfangs krystallwasserhaltig erschien., 
weil Gewichtsabnahmen bei langerem Trocknen auf 100° be- 
obachtet wurden, wurde die Substanz nochmals aus Wasser 
und Alkohol umkrystallisiert, die groBen Krystalle abgepreft und 
an der Luft getrocknet. Die Elementaranalyse ergab wiederum 
auf die krystallwasserfreie Substanz stimmende Zahlen. 

0,1700 g¢ Substanz: 0,2296 g CO,, 0,0959 g H,O. 
Berechnet: C 37,11°/o, H 6,18°/o. 
Gefunden: C 36,83°/o, H 6,32 °%o. 
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Bromwasserstoffsaures Leucinamid. 
BrH; NH,- CH, CO-NH, 


du, - CH - (CH,), 
Bromwasserstoffsaures Leucinamid entsteht durch Erhitzen 
von Bromisocapronsiiureamid mit der fiinffachen Menge alko- 
holischem Ammoniak (10°/0ig) im EinschluBrohr auf 100—105°. 
Nach drei Stunden wurde die Reaktion unterbrochen. Es wird 
im Vakuum eingedampft und aus der dreifachen Menge heifen 
absoluten Alkohols umkrystallisiert. Ausbeute an sofort reiner 
Substanz 50°/o der Theorie. Spiatere Ausbeuten ergaben nach 
fiinfstiindigem Erhitzen 68°/o reiner Substanz. 1 mm _ lange 
harte Krystalle, Spiebe. Schmelzpunkt 205° (korr.), schmilzt 
zu einem hellen Ol. Zur Analyse wurde im Vakuumexsikkator 
getrocknet. Die Substanz ist krystallwasserfrei. 
C,H,,ON,Br. Mol.-Gew. 211. 
0,2073 g Substanz: 0,2623 g CO,, 0,1404 g H,O. 
0,1424 » : 16,0 ecm N (18°, 762 mm). 
0,2240 » > : 0,1983 g AgBr. 
Berechnet: C 34,12%o, H 7,12%, N 13,279o, Br 37,91 %. 
Gefunden: ( 34,50°o, H 7,52°o, N 13,07%o, Br 37,68 %o. 
Die Substanz ist spielend léslich in Wasser, recht leicht 
léslich in heifem Alkohol, schwer lislich in Ather. 


¥ 


Derivate des salzsauren Glycinamids. 


]. Naphthalinsulfoglycinamid. 
C,,H,SO, — NH - GH, - CO - NH. 

1,1 g salzsaures Glycinamid werden in 20 ccm Wasser 
gelést und mit 10 cem Normalnatronlauge und 2,3 g p-Naphthalin- 
sulfochlorid in 30 ccm Ather 2 Stunden geschiittelt. Die aus- 
geschiedene Masse wird vom Ather getrennt, scharf abgesaugt 
und aus Alkohol umkrystallisiert. Die Ausbeute betriagt 0,33 g. 
Schmelzpunkt: 168°, nach dem Umkrystallisieren aus Alkohol 
steigt derselbe auf 175° (korr.). 

Bei einem zweiten Versuch wurden 3,8 g salzsaures Glycin- 
amid in entsprechender Weise verarbeitet. Die Ausbeute betrug 
1,24 g. Schmelzpunkt: 175°, nach zweimaligem Umkrystalli- 
sieren aus viel Sprit 176—178° (korr.). 


362 Peter Bergell und Hanns von Wiilfing, 


(:,,H,,0,N,S. Mol.-Gew. 264. 

O.1716 g Substanz: 0.3409 g CO,, 0,0715 g H,0. 

0.1933 » > : 0,1653 » BaSO, (nach Carius). 

0.2036 » > verbrauchen nach Kjeldahl 15,5 ccm ®/10-H,SO,. 
Berechnet: C 54,54%/o, H 4,54°/o, S 12,12°/o, N 10,60°o. 
Gefunden: ( 54,18%/o, H 4,67°%o, S 11,72%/o, N 10,68°>. 

Die obigen 0,33 g wurden mit 15 ccm " 10-Natronlauge 
destilliert, dem Destillat 20 ccm " 10-Salzsiure vorgelegt. Beim 
Titrieren zeigt es sich, dafi nur sehr wenig Ammoniak iiberge- 
gangen war, der Korper also sehr schwer verseifbar ist. Zur 
vollstiindigen Verseifung wird er daher am Riickfluf eine Stunde 
lang mit gewOhnlicher Natronlauge gekocht, wobei viel Am- 
moniak entweicht. Nach dem Erkalten wird mit Salzsaure ge- 
fallt. Geruch nach Schwefelwasserstoff ist wahrnehmbar. Die 
abgesaugten Krystalle zeigen den Schmelzpunkt 153—154°. 


2. Benzoylglycinamid (Hippuramid). 
C,H;CO — NH - CH, — CO - NH,. 

1,1 g salzsaures Glycinamid werden in 15 cem Wasser ge- 
lost und mit 2,8 g Benzoylchlorid unter Zusatz von 4 g Natrium- 
bicarbonat unter Kiihlen und Schiitteln umgesetzt. Die ausge- 
schiedene Masse wird abgesaugt, aus heifem Alkohol umkry- 
stallisiert und mit Wasser gefillt. Es erfolgt sehr langsame 


Krystallisation. Schmelzpunkt 183—185° (korr.). 
0,2008 g Substanz verbrauchen nach Kjeldahl] 22,1 cem 9/10-H,SO,. 
C,H,,0,N,. Mol.-Gew. 178. 
Gefunden: 15,46 g N. Berechnet: 15,75°/o N. 


Literatur des Hippuramids befindet sich: Emil Fischer, 
Synthese von Polypeptiden IX und Ber. 38, 5. 605 (1905). 
Schmelzpunkt angegeben 183°. 

3. Chloracetylglycinamid. 

CICH, CO— NH - CH,CONH,. 

Es wurde zundchst versucht, diese Verbindung durch 
partielle Amidierung des Chloracetylglycinesters nach Art der 
Uberfiihrung des chloressigsauren Athyls in Chloracetamid zu 
bereiten. Nach Emil Fischer (vgl. Emil Fischer u. Erich 
Otto, Chem. Ber. 36, 5. 2100, 1903) wurde freier Glycinester 
(2 Mol.) mit Chloracetylchlorid (1 Mol.) in atherischer Lésung 
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zusammengebracht, wobei Salzsiureithylester ausfallt und die 
gewuinschte Verbindung in Lésung bleibt. Der Chloracetyl- 
glycinester erwies sich jedoch eigentiimlicherweise gegen alkoho- 
lisches Ammoniak ziemlich resistent, sodaf nur das Ausgangs- 
material zuriickgewonnen wurde, wie Schmelzpunkt (59—61°) 
und Elementaranalyse ergaben. Dagegen zeigte es sich, dal 
Glycinamid mit Chloracetylchlorid in ganz analoger Weise wie mit 
anderen organischen Séurechloriden, Benzoylchlorid, Naphthalin- 
sulfochlorid, reagiert. 

5,5 g Chloracetylchlorid in 100 cem Ather wurden mit 
{1 g salzsaurem Glycinamid, das in 100 cem Normalnatronlauge 
gelést worden war, vereinigt und umgeschiittelt. Darauf wird 
im Vakuum eingedampft, der Riickstand mit Aceton extrahiert. 
Die kalte Acetonldsung wird nochmals von einer geringen Aus- 
scheidung abfiltriert und eingeengt. Die neue Verbindung ist 
auch in kaltem Aceton ziemlich léslich und krystallisiert daraus 
in kleinen spitzen Blittchen, die, im Kapillarréhrchen erhitzt, 
bei 130—132° (korr.) schmelzen. Zur Analyse wurde die Sub- 
stanz im Vakuumexsikkator tiber Schwefelsiure getrocknet. 

C,H,O,N,Cl.  Mol.-Gew. 150,5. 
0,1897 ¢ Substanz: 0,2230 ¢ CO,, 0,0801 g H,0. 
0.1605 » > : 25,6 ecm N (20°, 759 mm). 
Berechnet: C 31,89°%o, H 4,65°/o, N 18,60°/o. 
Gefunden: C 32,06°%o, H 4,73°%o, N 18,23°/o, 

Die Ausbeute bei diesem ersten Versuch war gering und 
betrug 1 g. 

Eigentiimlicherweise gelingt es nicht, diesen Kérper dar- 
zustellen, wenn man in gewohnter Weise Chlorid, Amid und 
Bicarbonat reagieren labt. Nach Eindampfen, Extraktion mit 
Aceton blieb der Riickstand 6lig. 

Es scheint bei den meisten Acylierungen dieser Amide 
richtig zu sein, die freien basischen Amide nicht bei Gegenwart 
anderer Alkalien zu verwenden. 


Fermentspaltungen. 


Es wurde das Verhalten verschiedener Verbindungen von 
Aminosaure und Ammoniak gegen Pankreatin untersucht. 
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d-l-Leucinamid. 


1,0 g analysenreines bromwasserstoffsaures Leucinamid 
wird in 15 ccm Wasser gelést, mit 0,2 g Pankreatin und 0,05 g 
Soda versetzt. Es wird filtriert, zwei Tropfen Toluol hinzu- 
gefiigt und im 2 dem-Rohr (mit Ausbuchtung versehen, sodaf 
das Toluol anwesend bleibt) im Brutschrank aufbewahrt. Die 
anfiingliche Linksdrehung betriigt 0,2°. Nach 20 Stunden be- 
triigt die Drehung — 1,3°. 

In einem zweiten Versuch wurden 3 g bromwasserstoff- 
saures Leucinamid verwandt und die Soda durch Ammoniak 
ersetzt. Nach 20 Stunden betrug die Drehung — 1° im 2 dem- 
Rohr, nach weiteren 24 Stunden — 1,8°. 


8-Naphthalinsulfo-l-Leucin. 


Nach der Verdauung wird die Bromwasserstoffsiiure genau 
neutralisiert und die wasserige LOsung mit ditherischer Naphtha- 
linsulfochloridlésung geschiittelt. Es schéiden sich Niederschlage 
aus. Dieselben werden abgesogen und unter vorsichtiger Zu- 
gabe von Normalnatronlauge (je '/2 Molekil) weiter geschiittelt, 
indem die bei alkalischer Reaktion noch entstehenden Nieder- 
schliige entfernt werden. Schlieblich wird die stark linksdrehende 
wiisserige Schicht mit Salzséure angesiiuert. Es fallt ein weifes 
Ol, das noch mehrmals umgefillt wird. Nach mehrtigigem 
Stehen im Eisschrank tritt Krystallisation ein. Die Krystalle 
enthalten Krystallwasser, das durch vorsichtiges Erwarmen im 
Vakuum bei 50° entfernt wird. Im Kapillarréhrchen erhitzt, 
sintert die Substanz bei 93°, schmilzt bei 97—98° (korr.). Die 
ca. 2° oige Losung (in verdiinnter Natronlauge gelést) dreht 
im Halbschattenapparat die Ebene des polarisierten Lichtes im 
2 dem-Rohr 2° nach links. 

Zur Analyse wurde im Vakuum unterhalb 60° getrocknet. 

C,,H,O,NS. Mol.-Gew. 321. 
0,1033 Substanz: 0,2241 CO,, 0.0577 g H,O. 
» : 4,0 ecm N (17°, 761 mm). 
Berechnet: C 59,81°/o, H 5,92°/o, N 
Gefunden: C 59,17°)0, H 6,26°%0, N 4,29°%o. 

Es handelt sich demnach um Naphthalinsulfo-l-Leucin (vg}. 

FE. Fischer und P. Bergell, Chem. Ber., Bd. XXXV, S. 3779). 
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Bei weiteren Versuchen tiberzeugten wir uns, dafi Pankreatin, 
das 24 Stunden unter Toluolzusatz der Selbstverdauung unter- 
worfen war, gleichfalls imstande ist, das Leucinamid asymme- 
trisch zu verseifen. Hierbei gelang es uns, auch die restierende, 
vom Ferment nicht angegriffene Hilfte des Racemkorpers d-l- 
Leuecinamid in Form ihrer Naphthalinsulfoverbindung zu iso- 
lieren. 


Naphthalinsulfo-d-Leucinamid. 


3,0 g bromwasserstoffsaures Leucinamid mit Pankreatin, 
das 24 Stunden der Selbstverdauung ausgesetzt war, verdaut 
unter Zufiigung von wenig Soda. Gesamtfliissigkeit 18 cem. 
Zunahme der Linksdrehung um 1,9° (von 0,9° auf 2,8°) inner- 
halb von 48 Stunden. Mit 15 cem Normalnatronlauge versetzt. 
Starker Ammoniakgeruch. Es wird mit atherischer Naphthalin- 
sulfochloridlésung 4 Stunden geschiittelt. Der entstandene Nieder- 
schlag wird abfiltriert und sofort aus heiBem absolutem Alkohol 
umkrystallisiert. Es scheiden sich harte Krystalle in Form von 
SpieBen ab. Aus der Verarbeitung des zuerst entstandenen 
Niederschlages wurden 0,6 g erhalten. Das alkoholische Filtrat 
ist fast ganz inaktiv. Dagegen zeigt die L6sung der Krystalle 
in alkalischem 50°/oigen Alkohol eine starke Rechtsdrehung, 
wie auch bereits bei den ersten Versuchen beobachtet war. 
Die 2°%/oige Losung (0,4 g in 10 ccm Normalnatronlauge plus 
10 ccm Alkohol) dreht im 2 dem-Rohr 2,4° nach rechts. Die 
durch Ansiiuern vollig wieder abgeschiedene Substanz schmilzt, 
im Kapillarrdhrchen erhitat, scharf bei 204—205° und gibt 
nach dem Trocknen im Vakuumexsikkator tiber Schwefelsiure 


in der Analyse folgende Zahlen: 

0.1588 g Substanz: 0,3476 g CO,, 0,0889 g H,O. 

0,1683 » > : 12,3 ccm N (15°, 754 mm), 

Berechnet: C 60,00°/o, H 6,25°/o, N 8,75 °%o. 

Gefunden: C 59,69°/o, H 6,28°%o, N 849°. 

Es handelt sich demnach um Naphthalinsulfo-d-Leucinamid. 

Das alkoholische Filtrat enthilt anscheinend neben Verunreini- 
gungen nur Naphthalinsulfamid. Beim Eingiefien in Wasser 
fallt ein Niederschlag, der zunichst bei 190°, nach dem Um- 


krystallisieren bei 213° schmilzt. 
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Aufgekochte Fermentlésungen zeigten sich im Kontroll- 
versuch unwirksam. 

Bromwasserstoffsaures Alaninamid, in genau analoger 
Weise verarbeitet, zeigte keine Anzeichen einer asymmetrischen 
fermentativen Spaltung. Das zuriickgewonnene Naphthalinsulfo- 
alaninamid war gleichfalls optisch inaktiv. 

Ebenso wird natiirliches Asparagin von Pankreatin nicht 
nachweisbar angegriffen. 

1,0 g bromwasserstoffsaures Alaninamid +- 10 ccm Wasser 
+- 0,02 g Soda + 0,2 g Pankreatin. Filtrat zeigt eine Drehung 
— 20‘, welche im Brutschrank zeitweise 10—20‘ zuzunehmen 
scheint. Angesiiuert, gekocht. Naphthalinsulfoderivat dargestellt. 
Lésung desselben ist inaktiv. Filtrat zeigt — 20‘ Drehung. Auf 
Naphthalinsulfoderivat verarbeitet, keine Drehung beobachtet. 
Demnach keine fermentative asymmetrische Spaltung. 
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Uber den Abbau von Aminosduren im Organismus. 
Von 


Dr. L. Flatow. 


(Aus der Il, medizinischen Klinik in Miinchen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 21. Januar 1910. 


Das Schicksal der Eiweifsubstanzen im intermediiren 
Stoffwechsel war bis vor kurzem in tiefes Dunkel gehiillt. 

Zwar war bekannt, dafi im Verdauungstractus ein weit- 
gehender hydrolytischer Abbau der Proteine stattlindet — grofen- 
teils bis zu den Aminosiiuren —; aber ob ein Wiederaufbau 
arteigenen Eiweifes in der Darmwand, in der Leber oder in 
den regenerationsbediirftigen Organen selbst vor sich geht, 
oder ob gar ein ‘Teil der Proteintriimmer ohne vorherige 
Synthese zur Energieerzeugung verbrannt wird — etwa bei 
Kiweibiiberernihrung —, dariiber fehlten bereits sichere Angaben. 

Wihrend so iiber die Art des Eiweibersatzes im Or- 
ganismus auch jetzt noch kaum eine sicher gestellte Tatsache 
zu registrieren ist, hat die Erforschung der Vorgiinge bei der 
Oxydation der Eiweibkorper in letzter Zeit einen wesentlichen 
Fortschritt erfahren. 

Dieser Fortschritt ist einer Vereinfachung der Frage- 
stellung zu danken. 

Von der Vorstellung ausgehend, dali auch unter physio- 
logischen Bedingungen im lebenden Organe zunichst hydro- 
lytische Prozesse ablaufen, welche die vorhandenen Kiweilstoffe 
schrittweise in Aminosiuren tiberfiihren, und dali diese dann 
der Verbrennung unterliegen, ist niimlich von einigen Autoren 
(Neuberg u. Langstein, Blendermann, Blum, Neubauer) 
die komplizierte Frage der EiweiBoxydation auf die einfachere 
nach der Verbrennung der Aminosiiuren reduziert worden. 

Die so geschaffene Vereinfachung liiuft allerdings einer 
noch nicht sicher widerlegten Hypothese zuwider, die Hof- 
meister sich tiber den EiweiSabbau gebildet hat. 

Hofmeister nimmt eine direkte Oxydation ganzer Peptid- 
ketten an; etwa. um sein Schema zu zitieren, in der Art, 
dafi in diesem 
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NH CO 
| | | 


CH, CH, C,H, 
| | | 
CH, OH CO,H CH,NH, 
Leucin Tyrosin Asparagin- Lysin 
saure 


durch Verbrennung der Seitenketten eine aus Glycylresten 
bestehende Hauptkette gebildet wird, die ihrerseits oxydativ 
CO, und Carbaminsiiure liefert, mithin direkt einen Komplex 
des als Endprodukt auftretenden Harnstoffes. 

Es lassen sich gegen die Hofmeistersche Theorie einige 
Bedenken nicht unterdriicken. 

Bei der Cystinurie sind in manchen Fallen Aminosiuren 
im Harne gefunden worden, die also wohl auch im Blute vor- 
handen gewesen sein muften. — Die Entstehung der Homo- 
gentisinsiiure, die beim Alkaptonuriker als unvollkommenes 
Oxydationsprodukt des Tyrosins und Phenylalanins im Harn 
auftritt, ist gleichfalls unter Zugrundelegung der Hofmeister- 
schen Hypothese nicht verstiindlich. 

Beweisend sind freilich diese Einwiinde nicht, da ihnen 
das Verhalten physiologisch abnormer Individuen zugrunde liegt. 

Als Arbeitshypothese zum mindesten ist indessen die 
Vorstellung einer primiiren Hydrolyse der Proteine im Orga- 
nismus uud die damit gegebene Vereinfachung der Fragestellung 
nach der Oxydation der Aminoséuren schon deswegen 
hinreichend begriindet, weil das Endresultat der Verbrennung 
von Eiweify und von Aminosiiuren das gleiche ist. Beide 
| gehen im wesentlichen in Harnstoff, H,O und Kohlensiure iiber. 

Es haben sich verschiedene Autoren der Aufgabe unter- 
zogen, nach Verfiitterung von Aminosiiuren im Harne nach 
: stickstofffreien Substanzen zu suchen, die als intermediire 
? Abbauprodukte dieser zu deuten waren. 
: Die Verabreichung von physiologisch vorkommenden 
j Aminosiuren hat indessen bisher ein klares Resultat nicht zu 


liefern vermocht. 
Neuberg und Langstein') verfiitterten an hungernde 


') Neuberg u. Langstein, Verh. d. Berl, physiol. Ges., 1903. 
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Kaninchen grofe Mengen Alanin und konnten darauf im Harne 
Milchsaéure nachweisen. 

Neubauer!) kritisiert diesen Befund; es konnten als 
Milchsiiurebildner auch Kohlehydrate und Fette in Betracht 
kommen; auch habe Irisawa?) im Harne agonaler Kaninchen 
an sich Milchsiiure nachweisen kénnen. Die 10 Tage hun- 
gernden Kaninchen seien vielleicht agonal gewesen. 

Als klar wird daher Neuberg und Langsteins Befund 
nicht zu betrachten sein. 

Uberhaupt stellen aliphatische Aminosiiuren wegen der 
Vieldeutigkeit ihrer Abbauprodukte kein besonders gutes Ver- 
suchsmaterial dar. 

Von aromatischen Aminosiuren hatte Blendermann®) 
schon friiher an Kaninchen groSere Quantitéten Tyrosin verfittert. 

Er konnte danach im Harne neben ‘Tyrosinhydantoin 


OH 
| 


| 
CH, 
| 
CH — NH 
Nov 
CO — NH 
(also einem Paarungsprodukte des Tyrosins mit Carbaminsaure ) 
noch eine zweite stickstofffreie Substanz isolieren, die er fiir 
p-Oxyphenylmilchsiiure_hielt. 


CH OH 


') Neubauer, Habilitationsschrift 1908, Miinchen. 
*) Irisawa, Diese Zeitschrift, Bd. XVII, 5. 340. 
3) Diese Zeitschrift, Bd. VI, S. 257. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXIV. =: 


OH | 
| 

| 

CH, 

| 
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Neubauer hat (1. c.) zur Kritik dieses Befundes die p- 
Oxvphenylmilchsiure dargestellt und fand die von ihm syn- 
thetisch erhaltene Substanz in Eigenschaften und Schmelzpunkt 
verschieden von der Blendermannschen Substanz; sie schmolz 
ca. 00° niedriger wie diese, ein Verhalten, das selbst dann 
unwahrscheinlich ware, wenn Blendermann optisch aktive 
Substanz in Hiinden gehabt hiitte. Eine Angabe dariiber fehlt. 

Ks ist natiirlich, daB bei ihrer Leichtverbrennlichkeit im 
Organismus physiologische Aminoséuren nur in Ausnahmefiillen 
intermediare Abbauprodukte im Harne erscheinen lassen werden. 

Man hat weiterhin versucht, aus gelegentlich im Harne 
auftretenden Substanzen, deren Zusammenhang mit der Eiweil- 
oxydation unzweifelhaft ist, Einblick in den Mechanismus des 
Aminosiiureabbaus zu gewinnen. 

Aus den oben angefiihrten Griinden haben speziell die 
aromatischen Siituren im Harn in dieser Hinsicht Deutungen 
erfahren. 

Der Befund von p-Oxyhydrocumarsiure 

OH 
A 


| 
CH, 
| 


CH, 
steht sicher in Beziehung zum Tyrosin. 

Aber da sie aus diesem durch reduktive Ammoniakab- 
spaltung entstanden sein miifte, und da sie ferner im Organis- 
mus unverbrennlich ist, stellt sie sicher kein intermediaéres 
Abbauprodukt des Tyrosins dar. Vielmehr dankt sie Faulnis- 
vorgangen ihre Entstehung. Gleichfalls als Faulnisprodukte er- 
kannt, scheiden fiir die hier in Betracht kommenden Uber- 
legungen p-Kresol, Indoxyl und dhnliche Phenole aus, die an 
Schwefelsiiure gebunden im Harne auftreten. Die Abspaltung 
von Carboxylgruppen ist eine Faulnisreaktion. 

Von gelegentlich im Harne vorkommenden stickstofffreien 
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aromatischen Substanzen ist schlieBlich noch das «Alkapton» 
zu erwahnen. 

Es ist sichergestellt, daB bei der «Alkaptonurie» einer 
sehr seltenen familiéren Stoffwechselabnormitat im Harne eine 
Verbindung auftritt, deren Konstitution unzweifelhaft einer Hydro- 
chinonessigsaure / Nou 


| | 
y 
CH, 


| 
CO,H 


entspricht und die ebenso unzweifelhaft ihre Entstehung dem 
oxydativen Abbau des Tyrosins und Phenylalanins dankt. 

Im Alkaptonurikerharn sollte sich ferner nach Kirk bis- 
weilen eine zweite ihnliche Substanz vorfinden, die Uroleucin- 
siiure genannt und von Baumann eingehend untersucht worden 
ist. Baumann sprach ihr mit einiger Wahrscheinlichkeit die 
Konstitution einer Hydrochinonmilchsaéure zu. 


CH, 


| 
CH - OH 


| 
CO,H 


Aber wohl mit Unrecht, denn nach Untersuchungen von 
Neubauer und mir‘) ist die synthetische Hydrochinonmilchsaure 
in ihren Eigenschaften vollig different von der Uroleucinsdure. 

Auferden hat Garrod und Hurtley?) bei einem von Kirk 
aufbewahrten und mit Uroleucinsaure bezeichneten Praparate 
feststellen kénnen, da’ es zum gréften Teile aus Homogentisin- 
sdure bestand. 

Die Revue iiber alle jene im Harne auftretenden aroma- 
tischen Substanzen, die in Beziehung zum oxydativen Abbau 
des Eiweifes stehen, laft so als einzigen Reprasentanten dieser 
Art die Homogentisinséure zu diskutieren iibrig. 


') Neubauer u. Flatow, Diese Zeitschrift, Bd. VII, S. 375. 
*) Journ. of Physiol., Bd. XXXVI, 29. Nov. 1907. 
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Von ihr ist nachgewiesen, dafi der Normale sie zu ver- 
brennen vermag, und dadurch ist wahrscheinlich gemacht, daf 
sie ein physiologisches Zwischenprodukt der Tyrosin- und Pheny!- 
alaninverbrennung ist, und daf die Abnormitit der Alkaptonurie 
keine Abweichung von der normalen Oxydation dieser Amino- 
siiuren darstellt, sondern einen Hemmungsvorgang in der Oxy- 
dation. Homogentisinsiiure ist als normales Zwischenprodukt 
der Eiweiliverbrennung zu betrachten. 

Als solches hat die Homogentisinsiiure von zahlreichen Be- 
arbeitern Beachtung gefunden und das Studium der quantita- 
tiven Alkaptonausscheidung nach Verfiitterungen sollte schliel- 
lich das erste Licht in das Dunkel des Aminoséureabbaus werfen. 

Denn an sich lift sehr weitgehende Schliisse tiber den 
Mechanismus des Tyrosin- und Phenylalaninabbaus die Tat- 
sache der Homogentisinsiureausscheidung allein nicht zu. 

Auch abgesehen von den Veri&nderungen am Benzolkerne, 
die hier einer eingehenderen Betrachtung nicht unterzogen 
werden sollen, stellt die Homogentisinsiure bereits eine ziem- 
lich fortgeschrittene Phase des Abbaus dar: die ersten Stadien 
der Oxydation, vor allem die Frage der Desaminierung erkliirt 
die Alkaptonurie als solche nicht. 

Man war bisher geneigt, den Vorgang der Desaminierung 
von Aminosiiuren als einen hydrolytischen Prozef anzunehmen: 
darauf weisen schon die Konstitutionsdeutungen hin, die unbe- 
kannten K6rpern im Harne zuteil wurden. (Blendermanns 
p-Oxyphenylmilchsiiure, Kirks Uroleucinsiure usw.). 

Die Vorstellung, daf durch hydrolytische Prozesse primiir 
Aminosiiuren in Oxysiiuren und Ammoniak tibergehen mochten, 
konnte auch wohl dadurch eine héhere Wahrscheinlichkeit be- 
anspruchen, als iihnliche Vorgiinge in der Puringruppe festge- 
stellt wurden, wo Adenin in Hypoxanthin und Guanin in Xan- 
thin fermentativ tiberfiihrbar sind. 

HO (C,H,C,)NH, (C,HsN,)- OH NH,. 
Adenin. Hypoxanthin. 

Im Gegensatz zu dieser Annahme und bei ihrer Prifung 
fand aber Neubauer, p-Oxyphenylmilchsiiure, also ein 
«desaminiertes Tyrosin» bei Verabreichung an einen Alkapton- 
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CH, 

CH - OH 

| 

uriker keine Steigerung der Alkaptonausscheidung bewirkte. 
Die Verbindung konnte also unméglich ein Zwischenprodukt 
des Tyrosinabbaus sein. 

Dagegen bewirkte Verabreichung von p-Oxyphenylbrenz- 

traubensaure 


CO 
einen starken Anstieg der Homogentisinséureausscheidung. 

Diese Substanz war also eher das physiologische Zwischen- 
produkt und Neubauer schloB aus diesen beiden Resultaten, 
daS nicht die Oxysiuren, sondern die Ketonsiiuren den Amino- 
siuren den Weg der Oxydation vorzeichnen. 

Um diesen Vorstellungen eine weitere Stiitze zu geben, 
untersuchte er an einer kérperfremden Aminosiiure, der Phenyl- 
aminoessigsiure, 


NH, 
ob und auf welche Weise der Organismus sich der Amino- 
gruppe entledigt. 
Er fand, dafi der Hund nach Fiitterung mit dieser Siiure 
nur deren Rechts-Anteil oxydativ angreift. Die l|-Phenylamino- 


essigsdure erscheint unverandert im Harne. Der Rechts-Anteil 


OH 
| | 
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aber wird als Phenylglyoxylsaure 
COM 

zur Ausscheidung gebracht. 

Beim Kaninchen findet — sekundir, wie Neubauer fest- 
stellte — eine teilweise Reduktion der Ketonsiiure zu der ihr 
entsprechenden |-Mandelsaure statt. 

Durch Neubauers Untersuchungen ist den a-Ketonsiuren 
eine gleiche Bedeutung fiir den Eiweifstoffwechsel zuteil 
geworden, wie sie die B-Ketonsaduren seit Erkenntnis der F ett- 
verbrennung beanspruchen. 

Es handelte sich nunmehr darum, diese Erfahrungen auf 
eine breitere Basis zu stellen und insbesondere auch fiir andere 
Aminosiiuren den Beweis zu erbringen, dafi sie im Organismus 
in Ketonsiiuren tiberzugehen vermogen. 

Die Phenylamidoessigsiiure, die Neubauer verfiitterte, 
war vielleicht deshalb nicht einmal ein besonders giinstiges 
Studienmaterial, weil sie iiber die Ketonsaéure hinaus nicht ver- 
brannt werden kann. Das war fiir die Auffindung der Pheny!- 
glyoxylsiiure zwar giinstig, physiologisch noch beweisender hatte 
indessen die Verfiitterung kérperfremder Aminoséuren mit dem 
Alaninrest als Seitenkette sich vielleicht gestalten kénnen. 


Aus folgendem Grunde: 
Blum (Arch. f. exp. Pathol. u. Pharm. 1908) hatte fest- 
stellen kénnen, o-Tyrosin und m-Tyrosin 


| | 
CH, CH(NH,)CO,H CH, — CH- (NH,)- CO,H 


bei ihrer Verfiitterung die ihnen entsprechenden Phenylessig- 
siiuren liefern: 


/ 

| und | 

(cH CH, 


| 
| 
| 
| 
(O,H CO,H 
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Das ist deshalb von auferordentlicher Bedeutung, weil 
damit eine weitgehende Analogie mit der Entstehung der Homo- 
gentisinsdure aus T'yrosin gegeben ist — also mit einem physio- 
logischen Vorgange. 

Wiirde nun hier oder in éhnlichen Fallen, wo der Alanin- 
rest zum Essigsaurerest oxydiert wird, das Auftreten von Keton- 
siiuren als intermediares Produkt zwischen Aminosiiuren und 
Essigsiiuren nachweisbar sein, so ware damit die physiologische 
Bedeutung der Ketonsaduren noch klarer demonstriert, wie durch 
die ausschlieBliche und definitive Bildung von Phenylglyoxyl- 
siiure aus der unphysiologischen Glycylseitenkette. 

Mit Genehmigung von Herrn Dr. Neubauer und mit 
seiner liebenswirdigen Unterstiitzung habe ich mich deshalb 
der Aufgabe unterzogen: 


1. Die Verfiitterungsversuche Blums mit o- und m-Tyrosin 
bei gleichzeitiger Beriicksichtigung eventuell entstehender a-Ke- 
tonsiiuren zu wiederholen und entsprechend zu vertiefen, 


2. m-Chlorphenylalanin — bisher unbekannt — zu syn- 
thetisieren und zu verfiittern, und schlieblich 


3. im Harne von einem Alkaptonuriker auf Ketonsiuren 
zu fahnden. 

Im Anschlufi an 1. und 2. méchte ich ferner tiber Ver- 
suche berichten, die das von Herrn Dr. Fischer und mir ge- 
meinsam synthetisierte und verfiitterte Furylalanin betreffen. 


Praktischer Teil. 
Verfiitterungsversuche mit o-Tyrosin. 


Das von L. Blum synthetisch erhaltene o-Tyrosin (Arch. 
f. exp. Pathol. u. Pharm. 1908, S. 290) wurde in einer Menge 
von 3g an ein Kaninchen in 2 Portionen mit Schlundsonde 
verabfolgt. Der 12 Stunden nach der letzten Eingabe mit 
Katheter entleerte Harn war infolge gleichzeitig dargereichten 
Natriumbicarbonates alkalisch. 

Er wurde im Vakuum bei 40° eingeengt, angesiiuert und 
mit Ather wiederholt extrahiert. 
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Der Atherriickstand gab mit FeCl, eine violette Farbung. 

Es wurde in folgender Weise auf die eventuell vorhan- 
dene o-Oxyphenylbrenztraubensaure gefahndet. 

Der Atherriickstand wurde mit 10 cem 20°/oiger NaOH 
2() Minuten lang erhitzt, um das méglicherweise beim Ansiiuern 
des Harnes entstandene Lacton 


O 


| 
CH, 
zur Aufspaltung in die freie Saure zu bringen. Der klaren 
Losung wurden 20 ccm Natriumbisulfitlauge zugesetzt und 
darauf unter Kiihlung vorsichtig 5 cem HCl (sp. G. 1,19). 
Darauf wurde mit Ather extrahiert, der vorher mit schwe- 


fliger Siiure gesiittigt worden war. Bei diesem Verfahren, das 


jedwede Ketonsiiure von anderen dtherléslichen Sauren zu 


isolieren gestattet, bleibt die Ketonsiure beim Bisulfit, die 
o-Oxyphenylessigsiiure (die Blum bereits — wie oben erwiihnt 
— isoliert hat) im Ather. 

Erst nach dem Ansiéuern und Erwiirmen der Bisulfit- 
lésung geht bei der Extraktion mit Ather die Ketonsiiure, falls 
vorhanden, in diesen tiber. 

Bei der eben zitierten Versuchsanordnung gelang die Aut- 
findung der im Kaninchenharn 
nicht. 

Kine Kontrollprobe mit synthetisch dargestellter und dem 
Urin zugesetzter o-Oxyphenylbrenztraubensaure lief aber kleinste 
Spuren derselben nach der Trennung mittels Bisulfit durch die 
charakteristische FeCl,-Reaktion (blaugriin) erkennen. 

Die o-Oxyphenylbrenztraubensiiure scheint also sogleich 
weiter zu o-Oxyphenylessigsiiure oxydiert worden zu sein, die 
auch in reichlicher Menge tatsachlich isoliert werden konnte. 
War diese Vorstellung richtig, so muBte verfiitterte o-Oxy- 
phenylbrenztraubensiiure ebenfalls in o-Oxyphenylessigsaure 
iibergehen. 
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Verfiitterung von o-Oxyphenylbrenztraubensaure 
OH 


als Lacton. 


Die freie o-Oxyphenylbrenztraubensiure entsteht aus dem 
von Ploechl und Wolfrum (Ber. d. Deutsch. Chem. Ges., 
Bd. XVII, S. 1183) erhaltenen o-Oxybenzoyliminozimmtsiiure- 
lactimid durch Kochen mit NaOH. 

Ihre EKigenschaften sind bekannt, vor allem, daS sie leicht 
in ihr Anhydrid, das Oxycumarin 

/\/°\co 
| (Enolform) 


C 
CH OH 


iibergeht, das seinerseits durch Alkalien wieder zur freien Siiure 
aufgespalten werden kann. 

Neubauer hat diese Substanz (das Lacton) bereits an 
einen Alkaptonuriker verabreicht, ohne daf} dieser eine Steige- 
rung seiner Alkaptonausscheidung erfahren hatte. 

Er hatte, ebenso wie ich bei dem nachfolgenden Versuche, 
bei der Verabreichung dieses Lactons angenommen, dal es im 
Organismus zuniichst eine hydrolytische Aufspaltung erfahren 
wiirde. Das ist indessen nicht der Fall, wie folgender Ver- 
such zeigt. 

5,6 g des Oxycumarins wurden in 3 Portionen einem 
Manne (k6rperlich gesunder Neurastheniker) eingegeben. Gleich- 
zeitig Natriumbicarbonat. 

Harn frei von Eiweib, zeigt Nachtrommer. 

Beim Ansauern des nicht einmal konzentrierten Harnes 
mit H,SO, fallen 6,8 g einer in Nadeln krystallisierten, schOnen 
weifen Verbindung langsam aus. Diese zeigt keine Fiarbung 
mit FeCl,, reduziert bei kiirzerem Erwirmen alkalische Kupfer- 
losung nicht. 

Sie ist stark optisch aktiv. Die aus heifem Wasser um- 
krystallisierte analysenfertige Substanz schmolz bei 207° unter 
Zersetzung. ©,266% g in 16 cem verdiinnter NaOH drehten im 
2 dm-Rohr 2,40° nach links. 


3 
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Folglich spez. Drehung = — 72,05°. Es handelte sich 
demnach wohl um eine gepaarte Glukuronsaure. Das bestiitigt 
der Versuch einer Spaltung durch HCl. Erwérmt man kurze 
Zeit die Verbindung mit 20°/oiger HCI, so laBt sich durch Ather 
Oxycumarin extrahieren, wahrend der Riickstand nach Zu- 
fiigung von NaOH Kupferlésung stark reduziert. 

Die Analyse stimmt gleichfalls auf die Formel einer 


Anhydro-oxyphenylbrenztraubenglukuronsiure. 


Substanz erst im Vakuum, dann bei 150° zur Konstanz ge- 


trocknet. 
0,1057 ¢ ergaben 0,2059 g CO, und 0,0416 ¢ H,O. 
Berechnet fiir C,,H,,0,: C = 53,25°/o, H = 4,48°o. 
Gefunden: C = 53,12°o, H = 4,39. 
Andere iitherlisliche Substanzen, die auf das verfiitterte 
Material zu beziehen waren, konnten im Harne nicht nachge- 


wiesen werden. 


Verfiitterung der freien o-Oxyphenylbrenztrauben- 
saure. 

Da der Ringschluf} offenbar fiir den Organismus zu fest 
ist, als dab er im Kreislauf gel6st werden kann, wurde die 
freie o-Oxyphenylbrenztraubensaure als Na-Salz an ein Kaninchen 
verabreicht. In folgender Weise: Das Anhydrid wurde einige 
Zeit mit 10°/oiger Natronlauge (etwas mehr als die theoretische 
Menge) gekocht. Dann wurde bis zur vdlligen Sattigung CO, 
eingeleitet und diese Lésung in 2 Portionen binnen 12 Stunden 
per Schlundsonde eingegeben. Die Menge entsprach 5,0 g 
o-Oxyphenylbrenztraubensaure. 

Der ausgeschiedene Harn wurde verarbeitet, wie beim 
o-T'vrosinversuch angegeben. 

So wurden 0,9 g unveranderter Ketonsaure als Anhydrid 
wieder gewonnen, neben 1,3 g o-Oxyphenylessigsiure. Die 
Reindarstellung der beiden Substanzen gelang durch die Bisulfit- 
trennungsmethode ausgezeichnet. Zur Identifizierung und Ana- 
lyse war fiir die Oxyphenylessigséure einfaches Umkrystallisieren 
aus siedendem Wasser erforderlich. — Eine Umwandlung in das 
Lacton, Schmelzpunkt 49°, durch Destillation wurde zur Identi- 
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fizierung mit einer Probe vorgenommen (A. Blum), zwecks Rein- 
darstellung geniigte aber die Krystallisation. — Schmelzpunkt 137°. 
Analyse: 0.1155 g Substanz lieferten CO, = 0,2674 g 
H,O == 0,0561 » 
Berechnet fiir CJH,O,: C == 63,15°/o, H = 
Gefunden: = 63,22°%, H = 5.4%. 

Die 0-Oxyphenyltraubensaéiure war also im Gegen- 
satze zu ihrem Lacton im Organismus in o-Oxyphenyl- 
essigsaure umgewandelt worden. 

Verfiitterung von m-Tyrosin. 

Nach Eingabe von allerdings geringen Mengen o-Tyrosins 
war mir der direkte Nachweis von o-Oxyphenylbrenztrauben- 
siiure im Harne nicht gelungen. 

Ich versuchte deshalb — und dabei mit etwas besserem 
Erfolge — den Nachweis von m-Oxyphenylbrenztraubensiiure 
im Harne nach Verabreichung von m-Tyrosin. 

m-Tyrosin wurde nach Blums Angaben (loc. cit.) gewonnen. 

5) g hiervon wurden gemischt mit Natriumbicarbonatlésung 
einem Kaninchen mittels Schlundsonde beigebracht. (2 Portionen 
binnen 12 Stunden.) 

Der darauf ausgeschiedene Harn wurde im Vakuum ein- 
geengt und auferordentlich griindlich nach dem Ansiiuern mit 
Ather extrahiert. 

{Die nachfolgend beschriebene synthetische Darstellung 
der eventuell zu isolierenden m-Oxyphenylbrenztraubensiiure 
hatte nimlich gelehrt, dafi diese Saure, trotzdem sie sowohl in 
Wasser wie auch in Ather sehr gut léslich ist, dennoch schwer 
in guter Ausbeute durch Ather aus wiisseriger Lisung ausge- 
schiittelt wird. (Gleichgewichtszustand eines schwer iitherlos- 
lichen Hydrates ? ?) | 

Der Atherriickstand wurde mit Natriumbisulfitlauge auf- 
genommen und letztere wiederum mit SO,-gesittigtem Ather 
extrahiert. In dieses Atherextrakt geht quantitativ die ent- 
standene m-Oxyphenylessigsiiure (1,4 g). Die Bisulfitlauge halt 
die m-Oxyphenylbrenztraubensiure zuriick. Man tibersiittigt sie 
darauf mit Salzsiiure bis zur dauernden Kongoreaktion und 
erhitzt kurze Zeit auf dem Wasserbade unter Luftdurchleiten. 
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Dann wird nach erfolgter Abkiihlung der Fliissigkeit die 
Ketonsiiure durch Ather entzogen. 

Auch hierbei ist hiufiges Extrahieren erforderlich. 

Der Atherriickstand enthielt in meinem Versuch sehr ge- 
ringe Mengen (0,06 g) einer Substanz, die sich leicht in Wasser 
léste, deren Lisung intensive Blaugriinfarbung mit FeCl, gab, 
die ein krystallisierendes Phenylhydrazon mit salzsaurem Phenyl- 
hydrazon lieferte, die bei 155° nach vorhergegangener Zer- 
setzung schmolz: kurz, die siimtliche Eigenschaften der gleich 
zu beschreibenden synthetisch erhaltenen m-Oxyphenylbrenz- 
traubensiiure zeigte, und die auch mit ihr gemischt den gleichen 
Schmelzpunkt behielt. 

Auch bei Blums Versuchen scheint diese Siiure vorhanden 
gewesen zu sein. Er verfiitterte 5 g m-Tyrosin und isolierte 
1,2 g der m-Phenylessigsiure, die keine charakteristische 
Kisenchloridfiirbung gibt. Blum fiihrt aber ausdriicklich in 
seinem Protokoll an, daB das Atherextrakt des Harnes stark 


blaugriine FeCl,-Reaktion zeigte. 


Darstellung und Verfiitterung von m-Oxypheny!- 
brenztraubensiure. 


Wenn man das Kondensationsprodukt von m-Oxybenz- 
aldehyd und Hippursiure (cf. Blum) mit 20°/oiger Natronlauge 
bis zum Aufhéren der NH,-Entwickelung kocht, dann ansiiuert 
und nach dem Ausfallen der Benzoesiure die LOsung sehr haufig 
mit Ather extrahiert, erhiilt man die m-Oxyphenylbrenztrauben- 
siiure. Sie enthiilt etwas Benzoeséure und etwas KEssigsiiure, 
letztere wegen der Verseifung der urspriinglich im Molekiil 
vorhanden gewesenen Athylgruppe. 

Uber Natronkalk geht die Essigsiiure fort. Die Verun- 
reinigung mit Benzoesiure wird am besten durch Reinigung 
mittels der schon geniigend erwihnten Bisulfitmethode beseitigt. 

Fiir Analysenzwecke diente ein Priiparat, das Herr Dr. 
Neubauer bereits vor einem Jahre hergestellt hatte. Dasselbe 
wurde aus Benzol (-!- Ather) mittels Petrolither als sehr elek- 
trischer und hygroskopischer Niederschlag erhalten und wieder- 
holt umgefiillt. 
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Nach Konstanztrocknung tiber Paraffin im Vakuum wurden 


folgende Analysenwerte erhalten: 
0.1061 g Substanz ergaben 0,2374 g CO, und 0.0465 g H,O. 
Berechnet fiir C,H,O,: = 60,00°/o, H == 4,44°/0. 
Gefunden: == 61,10°/o, H = 4,9% 0. 

Obgleich die Analysenwerte wohl infolge des Krystalli- 
sationsmittels nicht gerade befriedigen, kommt doch nach Ent- 
stehung und Eigenschaften fiir die Verbindung keine andere 
Formel in Betracht als die einer m-Oxyphenylbrenztraubensiure. 

Zur Verfiitterung war ein Priparat frischer Darstellung 
verwendet worden. Verabreicht wurden 4,8 g in Natrium- 
bicarbonatlésung an ein Kaninchen (Schlundsonde). 

Der ausgeschiedene Harn wurde im Vakuum bei 40° ein- 
geengt, und, wie oben beschrieben, nach dem Bisulfitverfahren 
verarbeitet. 

Auf Isolierung geringer Mengen noch vorhandener Keton- 
siiure wurde kein Gewicht gelegt. 

Es wurden 0,9 g m-Oxyphenylessigsiiure gewonnen, die aus 
Benzol umkrystallisiert den Schmelzpunkt 128,5 (unkorr.) zeigte. 
Analyse: 0,1540 g Substanz lieferten 0.3565 g CO, und 0.0748 g H,O. 

Berechnet fiir C,H,O,: = 62,76°/o, H == 5,22°/o. 
Gefunden: C -= 68,06%o, H == 5,4°%/o. 

Bei Verfiitterung von m-Tyrosin war es also médglich, 
sowohl intermediiir gebildete Ketonsiure in Substanz nachzu- 
weisen, als auch zu zeigen, dafi die Ketonsiiure verfiittert 
in m-Oxyphenylessigsiiure tibergeht, ebenso wie das m-T'yrosin 
zum grobten Teile selbst. 

Darstellung und Verfiitterung von m-Chlorphenyl- 
alanin. 


Die Synthese des bisher unbekannten m-Chlorphenylalanins 
ist v6llig analog der des Phenylalanins selbst zu vollziehen. 


m-Chlorbenzoylamidozimmtsiurelactimid. 


Cl 
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— CH =C—- CO 
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Man kondensiert zu seiner Herstellung 1 Molekiil m-Chlor- 
benzaldehyd mit 1 Molekiil Hippurséure bei Gegenwart von 
1 Molekiil wasserfreiem Natriumacetat und 1! Molekilen Essig- 
siureanhydrid. Die Reaktion der gut gemischten Komponenten 
ist auf siedendem Wasserbade in '/2 Stunde beendet. Das Reak- 
tionsprodukt stellt einen gelben Krystallbrei dar, der mit grofen 
Mengen Wassers bis zur volligen Zersetzung des tiberschiissigen 
Essigsiureanhydrids gekocht wird. Man saugt vom Gelésten 
ab, wiische den gelben Riickstand mit Alkohol, dann mit Ather 
und besitzt nach dem Trocknen in dem erhaltenen Produkte 
einen fiir weitere Verarbeitung hinreichend reinen Korper. Zur 
Analyse wurde aus Eisessig umkrystallisiert : 

Ausbeute 75°/o der Theorie: 

0.2557 g Substanz lieferten nach Kjeldahl eine Menge NH,, welche 
4.0 cem ‘1o-n-HCl entsprach. 

Berechnet fitr C,,H,NO,Cl: N = 4,94°o. 
Gefunden: N 4,93° 0. 

In der Kiilte ist die Verbindung in verdiinnten Alkalien 
unloslich, beim Erhitzen lést sie sich in einer 3°/oigen L6sung 
der theoretisch zur Aufspaltung erforderlichen Alkalimenge(1Mol.). 
Das Aufspaltungsprodukt, die Benzoylamido-m-Chlor- 
zimmtsadure, ist durch Séuren aus der alkalischen Lésung 
ausfillbar. Sie wurde aber als unwesentlich nicht weiter 
untersucht. 

Zur Gewinnung des Benzoyl-m-Chlorphenylalanins 
wurde vielmehr stets von einer genau abgewogenen Menge 
des gelben Kondensationsproduktes aus Hippursaéure und m- 
Chlorbenzaldehyd ausgegangen. 

Dieses wurde zur besseren Benetzbarkeit mit Alkohol 
angefeuchtet und mit einer 6°/oigen Natronlauge (theoretische 
Menge) unter Erwirmen auf dem Wasserbade zur Losung 
gebracht. Nach dem Filtrieren und Abkiihlen wurde in dick- 
wandiger Schiittelflasche mit der genau berechneten Menge 
2,3°/oiger Natriumamalgams reduziert. (Es ist erforderlich, dab 
das Natriumamalgam frisch hergestellt und sein Gehalt an 
Natrium genau titrimetrisch bestimmt wird.) 

Dabei geht das Natriumsalz der Benzoylamido-m-Chlor- 
zimmtsiure in das des Benzoylchlorphenylalanins tiber. 
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Cl Cl 

+2H 

| 

Nil NH 
| | 
CO - C,H, CO - C,H, 


Verwendet man aber mehr als die theoretische Menge 
Natriumamalgams, so besteht die Gefahr, dali Chlor aus dem 
Kerne herausgerissen wird, was indessen erst dann geschieht, 
wenn die doppelte Bindung in der Seitenkette gelést ist. 

Nach erfolgter Reduktion wird mit rauchender Salzsiiure 
bis zur Reaktion auf Kongopapier angeséuert, wobei das 
Benzoyl-m-Chlorphenylalanin zunichst 6lig, dann aber bald 
krystallinisch erstarrend ausfallt. 

Die Ausbeute ist quantitativ. Zur Analyse wurde aus 
Eisessig umkrystallisiert. Rosettenformig angeordnete Séulen 


mit aufgesetzter Pyramide vom Schmelzpunkt 174° (unkorr.) 
NaOH 


0.2023 g Substanz benédltigen zur Neutralisation 6,7 ccm 


Mol.-Gew. berechnet: 303,5; gefunden: 315. 
Die gleiche zur Titration verwendete L6sung wurde in 
einem Kjeldahlkolben einer N-Bestimmung unterzogen. 
Erhalten wurde NH,, entsprechend 6,7 '10-n-HC], 
Berechnet fiir die Séure: N = 4,61°/o, 
Gefunden : N = 4,63°% 0, 
Das Benzoyl-m-Chlorphenylalanin ist in Wasser aufer- 
ordentlich schwer léslich, desgleichen in Salzséure. Deshalb 


benétigt man zu seiner Spaltung in m-Chlorphenylalanin 
Cl] 
| 


\ cH —CO,H 


NH, 
recht betrachtliche Mengen Salzséiure. 1 Teil bedarf etwa 
100 Teile Salzsiiure 1,125. Trotzdem geht die Lésung sehr 
langsam. Nach Stunden ist noch ein grofer Teil ungeldst. 

Im ganzen pflegte ich 20 Stunden ununterbrochen zu kochen. 
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Dann ist die Zersetzung quantitativ. Man engt ein und 
erhiilt ein Gemisch von salzsaurem Chlorphenylalanin, welches 
in Salzsiiure sehr schwer léslich ist, und von Benzoesiure. 
Letztere wird mittels Athers entfernt. 

Das salzsaure Salz, welches mit dem des Phenyialanins 
sehr groBe Ahnlichkeit hat, silbergliinzende Prismen, verliert 
an der Luft teilweise Salzsiiure. Es wurde deshalb nur das 
freie Chlorphenylalanin analysiert. Dieses entsteht aus der 
konzentrierten LOsung des salzsauren Salzes durch Fillung mit 
Natriumbicarbonat. — Das Chlorphenylalanin ist in Wasser in 
der Kiilte schwer, beim Erhitzen leichter léslich. Seine wiasserige 
Losung schmeckt zuniichst sti}, dann widerlich bitter. — Farb- 


lose zu Hiiufehen gruppierte Nadeln. Schmelzpunkt 234° u. Z. 
N-Bestimmung nach Kjeldahl: 
0.2210 ¢ lieferten NH,, 11,8 cem '/10-n-HCl entsprechend. 
Berechnet fiir C,H,,O,NCL = 7,02°0. 
Gefunden: =e 7.16% /c. 


Verfiitterung von Chlorphenylalanin an Kaninchen. 


Verabreicht wurden in Bicarbonatl6sung im Laufe von 
3 Tagen 14 g Chlorphenylalanin. (Schlundsonde.) 

Der gesammelte Urin wurde im Vakuum eingeengt, an- 
gesiiuert mit HCl und mit Ather wiederholt ausgeschiittelt. 
Der Atherriickstand zeigte die fiir alle Phenylbrenztrauben- 
siiuren so charakteristische intensiv blaugriine FeCl,-Reaktion. 

Er wurde in 10 ecm 20°/oiger Natronlauge aufgenommen: 
hierzu wurden 100 ecm Bisulfitlauge und dann 5 cem rauchende 
Salzsiiure (1,19 spez. Gew.) gegeben.  Extraktion mit SO,- 
gesiittigtem Ather. (Extrakt A.) 

Die Bisulfitlbsung wurde dann stark mit Salzsdure an- 
gesiiuert, erwiirmt, und die schweflige Siéiure mittels Luft aus- 
getrieben. Darauf Extraktion mit Ather. (Extrakt B.) 

Das Extrakt B lieferte beim Verdampfen Krystalle, die 
aus Wasser umkrystallisiert den Schmelzpunkt und die Eigen- 
schaften der synthetisch (s. u.) erhaltenen m-Chlorphenylbrenz- 
traubensiiure zeigten. Zur Analyse habe ich die ganze Menge 
in das gut charakterisierte Phenylhydrazon tibergefiihrt. E 
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wurde der Riickstand in heifem Wasser geldst, filtriert und 
mit einer filtrierten Losung von salzsaurem Phenylhydrazin 
versetat. Gelbe Nadeln. (2,6 g!) Umkrystallisiert aus Kisessig 
(unter Zusatz von Tierkohle) -+- Wasser. Schmelzpunkt des 
Phenylhydrazons 159°. 
0,1090 g Substanz ergaben 9,2 ccm N bei 14° und 724 mm. 
Berechnet fiir C,,H,,N,O,Cl = 9,73 °%o N. 
Gefunden == 9,56 %/o 

Man kann das Phenylhydrazon auch direkt aus der Bisul- 
fiti6sung durch Zusatz von Phenylhydrazinchlorhydrat in wenig 
Salzsiiure durch Erwiirmen fiillen. 

Der Atherriickstand A enthilt gleichfalls eine Substanz 
oder deren mehrere, die Chlor in organischer Bindung  ent- 
halten, somit in Beziehung zum Abbau des Chlorphenylalanins 
stehen. — Wahrscheinlich liegt der Hauptmenge nach die m- 
Chlorphenylessigsiiure vor; daneben aber wohl auch die Chlor- 
phenylmilchsiure in geringer Menge, denn es konnte eine 
Linksdrehung von 0,25° festgestellt werden, die auch bei der 
weiteren Verarbeitung des Riickstandes erhalten blieb. 

Um niimlich Hippursiiure und eine etwa_ entstandene 
Chlorphenacetursiiure (Phenvlessigsiiure liefert nach Verfiitterung 
Phenacetursiiure) aus dem Atherriickstand auszuschalten, wurde 
dieser mit siedendem Benzol wiederholt ausgekocht, da die 
Erfahrung lehrt, dafi auf diese Weise die Glykokollpaarlinge 
im unldslichen Riickstand zu verbleiben pflegen. 

Tatsachlich war auch nach dem Verdampfen des Benzols 
der Riickstand stickstofffrei. — Er drehte aber noch immer 
0,22" links. 

Die verschiedenen Versuche, die hier vorliegenden Sub- 
stanzen rein darzustellen, waren siimtlich erfolglos. 

Zwar jibt sich durch Lésen des Benzolriickstandes in 
wenig siedendem Wasser und Kochen mit gefiilltem Calcium- 
carbonat ein in kaltem Wasser schwerlésliches prachtig 
groikrystallisierendes Kalksalz gewinnen: aber bei der Um- 
setzung mittels Siiuren wurde immer wieder ein O] erhalten. 
Die Menge desselben war auch in jedem Falle so gering, dal 
eine weitere Reinigung aussichtslos erschien. — Die Mutter- 
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lauge des Kalksalzes enthielt die optisch linksdrehende Sub- 
stanz. Das schwerldsliche Kalksalz selbst war optisch inaktiv. 
Ks bleibt tiber die Versuche mit m-Chlorphenylalanin nur 
noch zu berichten, daBi die gleichen Produkte wie bei seiner 
Verfiitterung auch durch Verfiitterung von m-Chlor- 
phenylbrenztraubensiiure (synthetisch) erhalten werden. 
Die m-Chlorphenylbrenztraubensaure entsteht quantitativ 
durch Spaltung des Kondensationsproduktes von m-Chlor- 
benzaldehyd mit Hippurséure durch siedende 30°/oige 
Natronlauge. Durch Anwendung der Bisulfitmethode ist eine 
Trennung von gleichzeitig entstandener Benzoesdure leicht zu 
bewerkstelligen. Man kocht also z. B. 30 g des Kondensations- 
produktes mit 250 ecm 40°/oiger Natronlauge und 70 ccm Wasser, 
bis die NH,-Entwicklung aufhort, fiigt '/2 Liter Bisulfitlauge 
hinzu und dazu nach erfolgter Ktihlung 250 ccm HCI (sp. G. 1,19). 
Es fiilltnur Benzoesiiure aus. Erst nach dem Ubersiuern (Kongo!) 
mit HCl und Erhitzen unter Luftdurchleiten fallt die m-Chlor- 
phenylbrenztraubensiure als  schneeweifer,  krystallisierter 
Niederschlag von den Eigenschaften, die oben gelegentlich der 
Verfiitterung von m-Chlorphenylalanin fiir sie angegeben wurden, 
aus. Kleinere Mengen werden noch durch Extraktion mit Ather 
aus der Mutterlauge gewonnen. 
Verfiitterung von m-Chlorphenylmilchsiure. 
Cu, 


CH - OH 
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Die Siiure wird als eine in Blattchen vom Schmelzpunkt 
125° krystallisierende, farblose Verbindung durch Reduktion 
der Ketonsiiure mit Natriumamalgam (theoretische Menge gleich 
2 Atome) erhalten. 

0.1606 g Substanz verbrauchten 8,05 ccm '/10-n-NaQH. 


Berechnet: Molekulargewicht 200,5 
Gefunden: 199.8. 
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1 g der Verbindung an ein Kaninchen verabreicht, be- 
wirkte keine Griinfiirbung des ausgeschiedenen Urins durch 
FeCl,. Folglich ist keine Ketonsiure entstanden und deshalb 
die Oxysiiure nicht etwa als Vorstufe der Ketonsaéure im 
Organismus zu betrachten (ebensowenig wie nach Neubauers 
Versuchen die Mandelsiure als Vorstufe der Phenylglyoxylsaure 
in Betracht kommen kann). 


Versuche mit Furylalanin. 


Bevor die eben geschilderten Versuche mit m- und o-Tyrosin 
und m-Chlorphenylalanin ausgefiihrt wurden, haben Herr Dr. 
H. Fischer und ich gemeinsam das Furylalanin synthetisiert 
und dieses verfiittert, um dabei entstehende Ketonsiuren nach- 
zuweisen. Die Verbindung erwies sich aber als so giftig, dah 
die Versuchstiere eingingen, bevor sie die fiir genauere Unter- 
suchungen hinreichende Menge Harn produziert hatten. Die 
Sektion ergab stets starke Fettdegeneration der Leber. 

Dennoch sollen die dabei neu hergestellten chemischen 
Individuen zum mindesten kurz angefiihrt werden. 


— CH, — CH(NH,)- CO,H. 


Durch Kondensation von Furfurol mit Hippursdure, Essig- 
saéureanhydrid und Natriumacetat. Nadeln intensiv gelb, Schmelz- 
punkt (aus Eisessig umkrystallisiert) 170°. Ausbeute 70°/o. 

Wird durch 4°/cige Natronlauge in die farblose freie 
Sdure aufgespalten, die durch die theoretische Menge Natrium- 
amalgam zum Benzoylfurylalanin 
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reduziert wird. Schmelzpunkt aus Wasser 163°. Rosetten aus 
Prismen bestehend. Das Furylalanin kann nicht wie in 
analogen Fillen durch Erhitzen seiner Benzoylverbin- 
dung mit Siiuren erhalten werden. Die Empfindlichkeit 
des Furanringes bewirkt ein vélliges Verharzen der unter dem 
Kinflusse von Siiuren sich bald rotbraun firbenden LoOsung. 
Die Verseifung muf alkalisch geschehen. 

Zu diesem Zwecke wird die Benzoylverbindung mit einem 
grofen Uberschub 30°/oiger Natronlauge bis zum Aufhéren der 
NH,-Entwickelung gekocht. Dann wird die verdiinnte Losung 
sehr vorsichtig mit Schwefelsiure derart neutralisiert, daf 
gerade das neutrale Natriumsulfat entsteht. Kihlung. Nach 
dem Absaugen etwa ausgefallener Benzoesiiure wird der LOsung 
schnell eine Lésung von tiberschtissigem Kupfersulfat zugesetzt 
und soviel Natronlauge unter Erhitzen auf dem Wasserbade, 
dafi das Kupfersulfat dadurch noch nicht ganz quantitativ in 
Hydroxyd umgewandelt wird. Man engt nun ein bis zur Aus- 
scheidung von Natriumsulfat, bringt dieses mit dem Kupfersalz- 
niederschlag gemeinsam auf ein Filter, wiischt mit kaltem 
Wasser die léslichen Salze fort und zerlegt das meist mif- 
farbige Kupfersalz in heifer wiisseriger Suspension mit H,S. 
Kinige Tropfen Essigsiiure, der Suspension zugesetzt, heben 
den kolloidalen Zustand auf, in dem sich oftmals das ent- 
stehende Schwefelkupfer auszuscheiden pflegt. Nach Filtration 
von letzterem wird das Filtrat im Vakuum zur Trockene ein- 
geengt und das Furylalanin als Krystallkruste erhalten, die 
aus derben farblosen Prismen besteht. Man krystallisiert aus 
heifem Wasser um und erhilt das Furylalanin als zuniichst 
intensiv siif{, darauf aber bitter schmeckende Substanz vom 
Schmelzpunkt oberhalb einer Temperatur von 240°. Reinigung 
eventuell iiber das Cu-Salz. 

Das Furylalanin ist ausgezeichnet durch sein schwer lis- 
liches Cu-Salz, das indessen nicht durch essigsaures Kupfer 
aus Lésungen des Furylalanins gefallt werden kann, sondern 
nur durch direktes Auflésen frisch gefillten Cu-Hydroxyds in 
siedender Furylalaninlésung. Am besten erhalt man es — wie 
oben bei seiner Darstellung angegeben -—, wenn man zu einer 
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Furylalaninldsung (neutral) Kupfersulfat und eine letzterem 
entsprechende Menge Natronlauge in der Hitze zufiigt. 

Das Filtrat scheidet dann beim Abkihlen tief dunkelblaue 
Krystallaggregate des Cu-Salzes ab. Der Niederschlag von 
Cu-Hydroxyd enthilt stets auch noch eine grobere Menge des 
Furylalaninkupfers. 

Das Furylalanin ergab bei einer N-Bestimmung nach 
Kjeldahl folgende Analysenwerte. 

0.1351 g Substanz lieferten NH,, entsprechend = 5,1 ccm ‘/1o-n-HCl. 
Berechnet: N = 8,18 °/o, 
Gefunden: N = 5,29 %/o. 


Verfiitterung von Furylalanin. 


Gaben von !/2—1g waren durchschnittlich fiir ein Kaninchen 
binnen 36 Stunden tédlich. Der Urin dieser Tiere, sowie das 
Atherextrakt derselben zeigte regelmibig folgende Eisenchlorid- 
reaktion: «Ein Tropfen FeCl, bewirkte intensiv violette Fiar- 
bung, die sehr bald abblassend, einer schwach griinlichen gleich- 
falls vergénglichen wich. » 

Das diirfte dem Verhalten einer Ketonséure von der Kon- 
stitution einer Furylbrenztraubenséure 

CH, — CO-CO,H 
wohl entsprechen, denn wenn man das Kondensationsprodukt 
von Furfurol und Hippursaure (s. 5. 387) mit Natronlauge (30°/0) 
kocht, die Lo6sung ansiuert und mit Ather extrahiert, zeigt der 
Atherriickstand das gleiche Verhalten. Bei dieser Reaktion 
aber diirfte weitgehender Analogie zufolge die «Furylbrenz- 
traubenséure» vorhanden sein. 

Diese Versuche blieben wegen der Giftigkeit der verfiit- 
terten Substanz unvollendet. Jedenfalls legen sie mit grober 
Wahrscheinlichkeit auch hier die intermediiire Bildung von Keton- 
siure aus einer Aminosiiure mit heterocyklischem Ringe nahe. 


Versuche zur Auffindung von Ketonséuren im Harne 
eines Alkaptonurikers. 

Von meinem Freunde, Herrn Dr. E. Magnus-Alsleben, 

erhielt ich aus Basel von dem gleichen Patienten, den Herr 
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Dr. Neubauer eingehend wiederholt untersucht hat, Alkapton- 
urin tibersandt. Im ganzen 2 1. | 

[Ihm, sowie Herrn Prof. Gerhardt, dem Chef der Basler 
Klinik, gestatte ich mir fiir diese Liebenswiirdigkeit meinen 
Dank auszusprechen. 

Der angesiuerte Harn wurde im Vakuum zur Trockene 
eingedampft, der Riickstand mit Ather wiederholt ausgezogen 
und das Atherextrakt in der folgenden Weise verarbeitet. 

Im Wasserstoffstrom wurde es — um Briunung zu ver- 
meiden — mit 20 ccm Natronlauge von 40°/o und 20 ccm 
Wasser etwa eine halbe Stunde stehen gelassen. Dieses ge- 
schah in der Absicht, ein etwa vorhandenes Anhydrid der Hydro- 


chinonbrenztraubensiure — dessen Eigenschaften durch die 
von QO. Neubauer und mir vollzogene Synthese bekannt sind 
(1. ec.) — und dem folgende Konstitution zukommt 
CH 
| 
V/A. 9/2 
zur Hydrochinonbrenztraubensaure 
| 


aufzuspalten, denn nur letztere gibt eine Bisulfitverbindung. 

Nach ‘/estiindigem Stehen im H-Strome also wurden 
schnell um Luftoxydation zu vermeiden, der Losung 100 ccm 
Bisulfitlbsung zugefiigt und dann sofort unter Kiihlung 19 ccm 
rauchende Salzsiiure vom spezifischen Gewicht 1,19. Es wurden 
dann zur Entfernung aller in Ather lislichen Saiuren wiederholt 
Ausschiittelungen mit SO,-gesiittigtem Ather (10 mal) vorge- 
nommen. In diesem fand sich die ganze Menge der Homogen- 
tisinsiiure (4,3 g) neben Hippursdéure und anderen atherloslichen 
Siuren. 

Darauf wurde die bisulfithaltige Loésung mit HCl iiber- 
siiuert, erwirmt und nach dem Erkalten gleichfalls wiederholt 
mit Ather extrahiert. Der Atherriickstand war auSerordentlich 
gering, kaum nennenswert. Mit Wasser aufgenommen zeigte 
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er keine Spur einer FeCl,-Firbung und gab keine ‘Triibung 
mit Phenylhydrazinchlorhydrat. 

Es ist also in dem untersuchten Falle von Alkaptonurie 
das Vorhandensein von Ketonséiuren im Harne, insbesondere 
von Hydrochinonbrenztraubensiiure auszuschlieBen. 


Zusammenfassung der Resultate. 


1. Sowohl o-Tyrosin wie o-Oxyphenylbrenztraubensiiure 
werden vom Kaninchen zu o-Oxyphenylessigsiiure abgebaut. 

2. Das Lacton der o-Oxyphenylbrenztraubensiiure wird 
im Organismus nicht aufgespalten, sondern mit Glukuronsiiure 
gepaart. 

3. m-Tyrosin und m-Oxyphenylbrenztraubensiiure gehen 
im Organismus in gleicher Weise in m-Oxyphenylessigsiure 
iiber. Bei Verfiitterung von m-Tyrosin ist m-Oxyphenyl- 
brenztraubensdure im Harne direkt nachweisbar. 

4. Das bisher unbekannte m-Chlorphenylalanin lift nach 
Verfiitterung reichlich m-Chlorphenylbrenztraubensiiure im Harne 
erscheinen. 

5. m-Chlorphenylmilchsiure wird nicht zur m-Chlorphenyl- 
brenztraubensdure im Organismus oxydiert. 

6. Das bisher unbekannte Furylalanin liefert nach Ver- 
fiitterung eine nicht rein isolierte Substanz, welcher die Eigen- 
schaften der auf anderem Wege erhaltenen Furylbrenztrauben- 
siure zukommen. 

7. Im Harne eines Alkaptonurikers konnte weder Hydro- 
chinonbrenztraubensiure, noch tiberhaupt eine Ketonsiiure nach- 
gewlesen werden. 

Die vorliegenden experimentellen Untersuchungen wurden 
im II. Mediz.-Klinischen Institut der Universitit Miinchen aus- 


Anmerkung: Nach vdlliger experimenteller Fertigstellung dieser 
Arbeit teilte Herr E. Friedmann (Medizin. Klinik, Jahrg. 5, S. 1402 
(1909}) mit, daf er in Gemeinschaft mit Dr. Maase p-Chlorphenylalanin 
verfiittert habe. 

Er kommt zu Resultaten, die ihn dazu fiihren, sich der Neubauer- 
schen Vorstellung iiber den Abbau von Aminosiuren anzuschliefen. 
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gefiihrt. Dem Leiter desselben, Herrn Prof. Friedr. v. Miiller, 
gestatte ich mir fiir seine stete Anteilnahme und die Forderung 
meiner Versuche meinen verbindlichsten Dank auszusprechen. 

Herr Privatdozent Dr. O. Neubauer hat mir in liebens- 
wiirdiger Weise gestattet, aus seinem speziellen Arbeitsgebiete 
das vorliegende Thema zu bearbeiten. Er hat mir mit Rat 
jederzeit zur Seite gestanden. Dafiir ihm zu danken, ist mir 
eine angenehme Pflicht. 
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Zur Methodik der quantitativen Traubenzuckerbestimmung 
des Blutes. 
Von 
Berthold Oppler, Géttingen. 


(Der Redaktion zugegangen am 22. Januar 191°) 


In einer friiheren Mitteilung gemeinsam mit P. Rona?) 
wurde tiber Versuche berichtet, im Blute, welches mit Hilfe 
der «EKisenmethode» von P. Rona und L. Michaelis zuvor ent- 
eiweift worden war, den Zuckergehalt durch Polarisation und 
gleichzeitige Reduktion nach dem Verfahren von Bang?) zu 
bestimmen. Der weiteren Anwendung des geiibten Verfahrens 
mubte, da inzwischen die Zuverlissigkeit der Bangschen 
Methode von Funk*) bestritten worden war, trotz Andersens*) 
Abwehr eine Priifung am Blute vorausgehen. 

Die erforderlichen L6sungen wurden unter genauer be- 
folgung der von Jessen-Hausen®*) und von Andersen®) ge- 
gebenen Vorschriften hergestellt und auf ihre Richtigkeit gepriift. 
Es entsprachen 

cem der blauen Lésung bei Zimmertemperatur genau 
eem der Hydroxylaminsulfatlésung. Der Farbenumschlag 
erfolgte scharf. 

Die folgenden 2 Analysen wurden als blinder Versuch 
mit Wasser an Stelle einer Zuckerlésung vollstiindig durchgefihrt. 

10 cem H,O + 50 cem blaue Lésung erfordern 49,4 cem 
Lésung, Umschlag scharf. 


1) Bioch. Zeitschrift. Bd. XHI, S. 121. 

2) Bioch. Zeitschrift, Bd. Il, S. 271; Bd. VII, S. 327. 
°) Diese Zeitschrift, Bd. LVI, S. 507. 

4) Bioch. Zeitschrift. Bd. XV, S. 76. 

5) Bioch. Zeitschrift, Bd. X, S. 249. 

®) Bioch. Zeitschrift, Bd. XV, S. 76. 
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10 com H,O + 50 cem blaue Lisung erfordern 50,6 ccm 
weife Losung, Umschlag scharf. 

Daraus ergibt sich als Mittelwert, daB 50 cem der blauen 
Losung genau 50 cem der weifben Lésung zu ihrer Entfirbung 
brauchen, die Losungen also als richtig gelten miissen. 

Nach geniigender Priifung des Verfahrens an reinen Zucker- 
ldsungen, wobei eine hinreichende Genauigkeit sich ergeben 
hatte, konnte die Bestimmung am Blute in Angriff genommen 
werden. Zur Untersuchung diente das Sammelblut von 4 Hunden, 
welches bei der friiheren Untersuchung gewonnen worden war. 
Die nach der «Kisenmethode» mit Magnesiumsulfat als Flockungs- 
mittel erhaltenen, schwach essigsauren LOsungen waren durch 
Chloroformzusatz vor Zersetzung geschiitzt worden und hatten, 
wie mehrfache Untersuchungen zeigten, ihren Drehungswinkel 
a = -++ 0,22° in 3 Monaten nicht geindert. Nach Verjagen 
des Chloroforms im Vakuum hinterblieb eine schwach gelbliche 
Lésung, deren Zuckergehalt polarimetrisch zu 0,35°/o mehr- 
fach bestimmt wurde. War demnach der wahre Zuckergehalt 
der Lésung auch nicht bekannt, so konnte doch, da _ eine 
Konzentrationsiinderung durch Wasserzusatz in gleichem Ver- 
hiiltnisse die rechtsdrehende wie die reduzierende Substanz 
treffen mufte, ein Verdiinnungsversuch tiber die Brauchbarkeit 
des Verfahrens AufschluB verschaffen. Dem entspricht die An- 
ordnung der folgenden Versuche. 


Versuch I. 
a) 7 ccm Blut (0,35°/0 Zucker) -+ 3 ccm H,O erfordern 
19,9 eem weibe Lésung — 30,4 mg Zucker; 
b) 7 cem Blut (0,35°/o Zucker) + 3 eem H,O erfordern 


19,8 ccm Lésung = 30,5 mg Zucker; 
ce) 7 cem Blut (0,35°/o Zucker) +- 3. ccm H,QO: polari- 
metrisch untersucht, a = + 0,26°. 
Der Zuckergehalt betriigt demnach nach Bang 30,5 mg Zucker 
polarimetrisch 26,0 » » 


» aus der Stammlésung berechnet 24,5. » » 
Zum folgenden Versuch diente die Liésung des Ver- 
suches Ic. 
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Versuch II. 


a) 4 ccm Blut (0,26°/o Zucker) 6 ccm H,O erfordern 
40,3 ccm weibe Losung — 8,2 mg Zucker: 
b) 5,5 cem Blut (0,26°/o Zucker) +- 4,5 eem H,O erfordern 
40,2 cem weibe Lisung = 8,3 mg Zucker. 
Der aus Ic berechnete Zuckerwert verlangt fiir 
a: 12,2 mg Zucker — 36,2 ccm weife Lésung: 
b: 16,8 » > » 


Versuch III. 


a) 10 ccm Blut (0,35°/o Zucker) erfordern 9,9 cem weibe 
Losung = 43,2 mg Zucker; 

b) 10 cem Blut (0, 35» Zucker) erfordern 9,4 ccm weibe 
Losung = 44,3 mg Zucker: 

¢) 10 ccm Blut (0,35°/o Zucker) polarimetrisch unter- 
sucht, a = + 0,35°. 
Der Zuckergehalt betriigt demnach nach Bang 43,3 mg Zucker 


» > polarimetrisch 35,0 
» aus Ia und b fiir die Bestimmung 
nach Bang berechnet 43,4 
Versuch IV. 


a) 4 ccm Blut (0,35°/o Zucker) +- 6 ccm H,O erfordern 
40,8 ecm weibe Losung = 7,8 mg Zucker; 

b) 4 ccm Blut (0,35°/o Zucker) + 6 ccm H,O erfordern 
38,2 ccm weibe Lésung = 10,2 mg Zucker; 

ce) 4eem Blut (0,35°/o Zucker) 6 ccm H,0O: polari- 
metrisch untersucht, a = -++ 0,16°. 


Der Zuckergehalt betrigt demnach nach Bang % mg Zucker 


» > »  polarimetrisch 16 
» aus laund b berechnet nach Bang 17,4 
» » Te » polarimetrisch 14,0 | 


Diese Versuche zeigen in ganz eindeutiger Weise, dal 
die durch Polarisation erhaltenen Werte innerhalb enger, im 
Fehlerbereich der Methode liegender Grenzen eine geniigende 


Ne 


53496 serthold Oppler. 


Ubereinstimmung zwischen erhaltenen und berechneten Zahlen 
aufweisen. Die nach der Methode Bangs erhaltenen Werte 
haben dagegen zu einem einheitlichen Ergebnis nicht gefiihrt. 
Wiihrend Versuch Ila und b, sowie Versuch Illa uud b. eine 
recht gute Ubereinstimmung der jeweils zusammengehdérigen 
Analysen sowohl untereinander, wie auch mit den polarimetrisch 
ermittelten Werten aufweisen, hat die Methode in den Ver- 
suchen I] und IV zu keinem brauchbaren Ergebnis gefiihrt. 
Eine Hauptschwierigkeit des Bangschen Verfahrens besteht 
darin, daB der bei Verwendung reiner Traubenzuckerldsungen 
durch Farbenumschlag hinreichend scharf bestimmbare End- 
punkt der Titration einem unscharfen Umschlag weicht, sobald 
die wiisserige Zuckerlosung durch eine, in der angewandten 
Verdiinnung an sich farblose Blutzuckerlésung ersetzt wird. 
An Stelle des Farbenumschlags von blau nach farblos_ tritt 
allmihlich eine gelbgriine Zwischenfiirbung auf. Hinzu kommt 
noch, dafi das Ergebnis stark von der Titrationsdauer abhingt. 
Es bedarf groBer Ubung, um bei unbekanntem Zuckergehalt 
die richtige Zeit einzuhalten. 

Weiterhin machte sich die mangelnde Haltbarkeit der 
Hydroxylaminsulfatlisung (Kahlbaum) stérend geltend. Schon 
nach drei Wochen etwa schied sich aus der in gut verschlossener, 
brauner Flasche aufbewahrten Lésung ein flockiger Nieder- 
schlag ab; ein gleichzeitig auftretender Geruch nach Schwefel- 
wasserstoff zeigte die Zersetzung der LOsung an. Damit ver- 
liert aber die Methode an Bequemlichkeit. 

Wenn demnach auch hervorgehoben werden mul, dab 
bei hinreichender Ubung die Bestimmung des Zuckers in reiner, 
wiisseriger Lisung sehr scharf gelingt und auch das relative 
Mengenverhiiltnis der rechtsdrehenden zu den reduzierenden 
Substanzen des Blutes sich gut bestimmen JaBt, wenn die ab- 
solute Menge der letzteren auf Traubenzucker bezogen nicht 
unter etwa 20 mg sinkt, so nahmen wir trotzdem von einer 
weiteren Anwendung des Verfahrens Abstand. Denn wie die 
spiiteren Versuche bestiitigten, muSte unter Umstiinden mit der 
Anwesenheit iiuBerst geringer Mengen an reduzierender Sub- 
stanz gerechnet werden. Eine einzige Titrierung auf einen 
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unscharfen Endpunkt hin hatte in solchem Falle eine biirg- 
schaft fiir die Richtigkeit des Resultats nicht bieten kénnen. 
Als wir dann in dem von Funk fiir die Bestimmung des Harn- 
zuckers empfohlenen Bertrandschen Verfahren!) eine quanti- 
tative Bestimmungsmethode kennen lernten, welche bei grobter 
Kinfachheit schnell zu sicheren Ergebnissen fiihrt, entschieden 
wir uns zu deren Gunsten. Dem von Andersen?) erhobenen 
Einwande, daf die nach Bertrand bestimmten Zuckerwerte 
infolge der Oxydation des gebildeten Kupferoxyduls zu niedrig 
ausfallen miifSten, liibt sich leicht begegnen. Die empirisch er- 
mittelten Zahlen der Bertrandschen Tabelle zeigen niimlich 
einfach die Menge Cu an, welche im Momente der ‘Titration 
noch gefunden wird, wenn unter genauer Innehaltung der Ver- 
suchsbedingungen die entsprechende Zuckermenge zum Ver- 
suche verwendet wurde. Wiirde man daher, dem Rate An- 
dersens folgend, durch Ausschluf von Sauerstoff die Oxydation 
des gebildeten Kupferoxyduls giinzlich zu verhindern suchen, 
so mlibten die aus dem gefundenen Kupfer berechneten Zucker- 
werte zu hoch ausfallen. Bei groferen Untersuchungsreihen 
sind unfreiwillige Abweichungen von einer Vorschrift nicht 
immer giinzlich zu vermeiden. Eine daraufhin angestellte Unter- 
suchung ergab nun, dafi Ausdehnung der Kochdauer auf 4 Mi- 
nuten, Abktihlung der LOsung vor der Filtration, etwas stirkeres 
Auswaschen des Cu-Oxyduls, héhere Temperatur des Wasch- 
wassers oder Anderungen der Titrationsdauer innerhalb mabiger 
Grenzen die Genauigkeit des Resultats merklich nicht beein- 
flussen. Anderseits sei aber auch erwahnt, daf in 2 Blutproben 
die Bestimmung mifgliickte. In dem ersten Falle schied sich 
neben dem kérnigen, roten Kupferoxydul eine hellgelb gefirbte 
Substanz, dem Aussehen nach kolloidales Cu-Oxydul ab, welche 
sich durch Auswaschen leicht entfernen lief}; in dem zweiten 
Falle trat dieselbe Erscheinung, aber erst in dem Filtrat auf. 
Seitdem kiihlen wir die reduzierte L6sung vor dem Filtrieren 
eine Minute in Wasser und haben einen Miferfolg weiterhin 
nicht mehr beobachtet. Vor Verwendung der Lésungen stelle 


1) Bull. de la Soc. chim. de Paris, Bd. XXXV, S. 125. 
2) Bioch. Zeitschrift, Bd. XV, S. 76. 
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man durch einen blinden Versuch mit Wasser an Stelle der 
Zuckerlisung das Selbstreduktionsvermégen der Lésungen fest. 
Dasselbe betrug 3—4 Tropfen gleich 0,15—0,2 ccm Kalium- 
permanganatlésung. 10 ccm dieser Lésung waren iquivalent 
11,058 mg Cu. Mit dieser Lo6sung, deren Titer spater mehrfach 
kontrolliert wurde und keine Anderung aufwies, wurden alle 
Bestimmungen dieser Arbeit ausgefiihrt. Der auf die Selbst- 
reduktion entfallende Betrag mu’ bei der Berechnung in Abzug 
gebracht werden. 

Da die spiteren Versuche eine geniigende Zahl von Be- 
legen fiir die Verliéflichkeit der Methode bringen, sei hier nur 
erwiihnt, dab bei einem Gehalt des Blutes von nur 12 mg an redu- 
zierender Substanz, bezogen auf Traubenzucker, noch ausreichend 
genaue quantitative Bestimmungen sich ausfiihren lassen. 

Der Anwendung des Bertrandschen Verfahrens am Ge- 
samtblut erwuchsen nun aber Schwierigkeiten aus dem Magne- 
siumgehalt der nach der «Eisenmethode» enteiweiften Lo6sungen. 
Das bei alkalischer Reaktion sich abscheidende Magnesium- 
hydroxyd machte die Filtration der reduzierten Losung unmdg- 
lich. Die Anwendung anderer Sulfate oder Neutralsalze erwies 
sich als praktisch undurchfiihrbar, da die zur Ausflockung notige 
Menge die zur polarimetrischen Untersuchung erforderliche Kon- 
zentration nicht mehr gestattete. Mit Zinksulfat, welches als 
saures Oxalat aus dem Filtrat der Eiseneiweiffallung entfernt 
wurde, liefien sich brauchbare Loésungen erzielen. Das Ver- 
fahren sei erwiihnt, weil von den Versuchen zwei in der Ta- 
belle | Aufnahme gefunden haben. 

Nach Zusatz der erforderlichen Kisenmenge wird mit einer 
bekannten, zur Ausflockung gentigenden Menge krystallisierten 
Zinksulfats versetzt. Nach volliger Ausfallung des Himoglobins 
fiige man zu dem wasserklaren Filtrat etwas mehr von einer 
'/;o-norm. neutralen Kaliumoxalatlésung hinzu, als zur Bindung 
des gesamten Zinks geniigt, und versetze dann mit dem gleichen 
Quantum !/10-norm.-Essigsiiure. Es tritt Triibung ein. Ohne 
zu filtrieren, wird im Vakuum stark eingeengt, die Fliissigkeit 
von den Krystallen abgegossen und der Destillationsriickstand 
sorgfiltig mit 10°/oigem Alkohol ausgezogen. Die wisserige 
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Losung und die mit ihr vereinigten, alkoholischen Ausziige 
werden nun weiter im Vakuum eingeengt. 

Trotzdem, wie die Versuche der Tabelle I zeigen, diese 
Methode zu brauchbaren Ergebnissen fiihrt, multe das Ver- 
fahren aufgegeben werden, weil, ohne daf die Ursache dafiir 
sich aufkléren lief, mit dem Zink gleichzeitig ein erheblicher 
Teil des Zuckers in einigen Fiillen niedergeschlagen und damit 
dem Nachweise entzogen wurde. Als Beispiel sei der folgende 
Versuch angefiihrt. 

Versuch V. 

Fiir Hundeblut, welches mit der «Eisenmethode» und 
Magnesiumsulfat enteiweift worden war, hatte sich als mittlerer 
Wert von 13, zu verschiedenen Zeiten angestellten Bestimmungen 
polarimetrisch ein Zuckergehalt von 0,097°/o ergeben. Die Zink- 
ausfillungsmethode ergab als Mittel von zwei weiteren Bestim- 
mungen einen polarimetrisch bestimmten Wert von 0,062 °/o. 
Es wurde, da ein Verlust an Zucker wahrscheinlich war, der 
Riickstand beider Kolben in verdiinnter Salzsaure aufgenommen 
und an der alkalisch gemachten Lésung die Trommersche 
Probe mit deutlich positivem Erfolge angestellt. 

Aus diesem Grunde haben wir die einige Zeit spiiter von 
Rona!) und Michaelis angegebene Ausfillung des Zinks als 
Carbonat nicht nachgepriift, zamal auch dies Verfahren zu einer 
voriibergehend alkalischen Reaktion fiihrt, die nach den Unter- 
suchungen von Lobry de Bruyn und v. Ekenstein®*) unter 
allen Umstiinden vermieden werden mub. 

Zu besseren Ergebnissen hingegen gelangt man, wenn 
die Ausflockung mit Mononatriumphosphat vorgenommen wird, 
von dem soviel einer ca. !/10-norm.-Lésung hinzugefiigt wird, 
bis vollstindige Ausflockung erfolgt. Die Lésung laft sich zur 
Polarisation geniigend einengen und gestattet ohne weiteres 
die nachfolgende Bestimmung nach Bertrand. Ein weiterer 
Vorzug ist der deutlich giirungsf6rdernde Einflufi, welchen 
die Anwesenheit der Phosphate ausiibt. 

Trotz der grofen Vorteile, welche die Enteiweifbung mit 


1) Bioch. Zeitschrift, Bd. XVI, S. 60. 
*. Rec. d. travaux chim. des Pays-Bas, Bd. XV, S. 92. 
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kolloidalem Eisenhydroxyd, namentlich in dieser Form, vor 
anderen Enteiweibungsverfahren bietet, stellen sich auch jetzt 
noch Schwierigkeiten ein, welche jedoch weniger durch die 
Methode als solche wie durch die wechselnde Zusammensetzung 
der Kisenpriiparate des Handels verursacht sind und namentlich 
dann sich geltend machen, wenn an Hiimoglobin reiche Lés- 
ungen, wie Erythrocytenaufschwemmung, zu untersuchen sind. 
Daf dann die Enteiweibung sich nicht so «schematisch» ein- 
fach gestaltet, wie bei der Untersuchung von Serum, haben 
bereits Rona und Michaelis!) betont, welche auch schon in 
ihrer ersten Abhandlung?) darauf aufmerksam gemacht haben, 
dafi das Ferrum oxychloratum zur Enteiweifung sich nicht eigne. 

Als dann Grofer®*) feststellte, dai aus Lamellen berei- 
tete, kolloidale Kisenhydroxydlésungen ebenfalls fiir den Zweck 
unbrauchbar seien und eine Untersuchung derselben uns zeigte. 
dafi dieselben betriichtliche Mengen von Chlor enthielten, lag 
es nahe, die beobachteten St6rungen auf den Chlorgehalt 
zuriickzufiihren, den auch L6sungen des Ferrum oxydatum 
solubile verum aufweisen. Es stellte sich dabei heraus, dali 
Losungen, die tiber 0,6°/o Cl enthielten, bei der Ausfiillung 
stets versagten, wiihrend in Lésungen, welche sich als brauch- 
bar erwiesen, der Chlorgehalt 0.44°/o nicht tiberschritt. Auch 
bei Verwendung dieser Losungen gliickten indessen auch unter 
scheinbar ganz gleichen Bedingungen nicht alle Glieder eines 
Versuches. Chlorfreie Lésungen werden technisch tiberhaupt 
nicht dargestellt, weil eine véllige Entfernung des Chlors durch 
Dialyse das Sol sofort in den Gelzustand tiberfiihrt.+) Da nun aber 
die Eisenlésung in starker Verdiinnung zur Anwendung gelangt, 
ist anzunehmen, dai in der Lésung etwa noch vorhandenes 
Ferrum oxychloratum weitgehend hydrolytisch dissoziiert ist. 


') Bioch. Zeitschrift, Bd. XVI, 5. 60. 

*) Bioch. Zeitschrift, Bd. VII, S. 329. 

5) M. Mediz. W., 1908. 

‘) Herr Rona konnte laut freundlicher, brieflicher Mitteilung unter 
diesen Verhaltnissen die beschriebene Umwandlung nicht bestatigen. Diese 
Tatsache spricht unseres Erachtens ebenfalls dafiir, dafK die Handels- 
priparate nicht einheitlicher Natur sind. 
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Die weitere Dialyse einer wirksamen, 0,43°/o Cl enthaltenden 
Losung zeigte denn auch, daf das Dialysat nach kurzer Zeit 
bereits blaues Lackmuspapier rétet und langsam Kongopapier 
violett bis blau firbt. Den gleichen Erfolg erreicht man, wenn 
die dunkelbraune Eisenlosung bis zu hellbraungelber Firbung 
verdiinnt wird. 

Durch diese Feststellung ist bewiesen, dali das Ferrum 
oxydatum dialysatum solubile verum kein reines, dem Eiweil 
gegeniiber chemisch indifferentes Kolloid darstellt, welches nur 
vermoge seiner Oberflichenkrafte wirkt, sondern dal es auber- 
dem als eine, wenn auch stark verdiinnte Salzséurel6sung 
chemisch zu bewerten ist. 

Mit dieser Erkenntnis entfiel daher auch ein Hauptgrund, 
an der «Eisenmethode» festzuhalten, um so mehr, als die Er- 
fahrungen, welche bei den zahlreichen Ausflockungsversuchen 
gesammelt worden waren, andere Wege wiesen. 

bei diesen Versuchen hatte sich niimlich gezeigt, dab 
LOsungen, welche nach Zusatz der verschiedensten Elektrolyte 
nicht ausflockten oder einen Teil ihres Haimoglobins hartniickig 
festhielten, sofort klare, farblose L6sungen gaben, wenn sie mit 
bestimmten, an sich zur Ausflockung ungeniigenden Mengen 
Alkohol und dann mit alkoholischer Phosphorwolframséure ver- 
setzt wurden. Indessen triibten sich solche klare LOsungen 
wieder, wenn sie eingeengt wurden, und hinterliefen dann einen 
wigbaren Riickstand von Fett. Wurde soviel Alkohol dann 
zugesetzt, bis klare Losung erfolgte, so lieben sie sich wie 
wiisserige LOsungen polarimetrisch untersuchen. Der Fettgehalt 
ist so betriichtlich, daf eine Verwendung des Verfahrens zur 
quantitativen Bestimmung fettartiger Substanzen kleinen 
Mengen tierischer Fliissigkeiten aussichtsvoll erscheint. Unter- 
suchungen dariiber sind im Gange. Diese Erfahrungen forderten 
dazu auf, die Enteiweifung mit wisseriger Phosphorwolfram- 
sdure zu versuchen. 

Die Phosphorwolframséure ist zum Zwecke der Zucker- 
isolierung aus eiweifhaltigen Losungen zuerst von Scheibler') 


‘) Tollens bei Abderhalden, Handbuch der bioch. Arbeits- 
methoden, II, 1, 52. 
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angewendet worden. Fir die Enteiweifung von Blut zum Zwecke 
der quantitativen Zuckerbestimmung hat Reid!) sie benutzt. 
Jedoch gestattet sein Verfahren nur die Anwendung der Re- 
duktionsmethoden. Es mufte daher zuniichst festgestellt werden. 
inwieweit die Enteiweibung mit Phosphorwolframsaure die An- 
wendung auch der anderen Methoden mdglich machen wiirde. 
Die violette Verfiirbung, welche Phosphorwolframsaurel6sungen 
annehmen, wenn sie mit organischen Stoffen in Bertihrung 
treten, lief ihre Brauchbarkeit von vornherein zweifelhaft er- 
scheinen, da diese Verfairbung auf Reduktion der Phosphor- 
wolframsiiure hinweist und zugleich die polarimetrische Be- 
stimmung stark zu beeintriichtigen droht. Vorversuche ergaben 
aber, dafi von Phosphorwolframsiureldsungen mit Trauben- 
zuckerzusatz sich nur diejenigen Proben verfiarbten, welche 
der Einwirkung des direkten Sonnenlichtes ausgesetzt wurden, 
wiihrend im Dunkeln aufbewahrte Kontrolldsungen in der 
gleichen Zeit farblos blieben. Die nachherige Bestimmung des 
Zuckergehalts zeigte in den verfiirbten 3—5°/oigen Phosphorwol- 
framsiiureldsungen nach 3 tiigiger Lichteinwirkung einen Zucker- 
verlust bis zu 5 mg; in den farblosen Lésungen hatte sich 
in der gleichen Zeit der Zuckergehalt nicht geandert. 

Die Verluste, welche Friedr. Miller?) bei Gewinnung 
des Glukosamins unter Verwendung der Phosphorwolframsiiure 
zu verzeichen hatte, sind daher wohl eher durch die Anwesen- 
heit der Aminogruppe in dieser Substanz und weniger durc) 
ihre Zuckernatur zu erkliéren. 

Die Beriicksichtigung dieser Erfahrungen fiihrte zur Aus- 
arbeitung des folgenden Enteiweifungsverfahrens. 


Enteiweifung mit Phosphorwolframsaure. 


Das in Ammoniumoxalat aufgefangene Blut wird mit der 
10—20fachen Menge destillierten Wassers verdiinnt und unter 
bestiindigem, kriftigen Schiitteln tropfenweise mit einer frisch 


') Journ. of Physiol., Bd. XX, S. 316. 
*) Sitzungsber. d. Ges. d. Naturw. zu Marburg, 1896 u. 1898. Zei'- 


schrift f. Biologie, Bd. XLII. 
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bereiteten, 10°/oigen LOsung von Phosphorwolframsiiure (Kah|- 
baum) versetzt, bis deren Menge der angewandten Blutmenge 
nahezu entspricht. Nun wird kriiftig 2 Minuten lang ge- 
schiittelt und, falls sich dann noch gréBere Schaumblasen an der 
Oberflaiche zeigen, mit dem Zusatz der Siiure so lange fort- 
gefahren, bis nach kraftigem Schiitteln nur ein unterbrochener 
Kranz von makroskopisch noch erkennbaren Blasen an der 
Grenze zwischen Glas und Fliissigkeitsoberfliiche sich zeigt. 

Nach einigen Minuten gibt sich die vollendete Enteiweifung 
an der Trennung in einen schokoladebraunen, langsam ab- 
sitzenden Niederschlag und eine wasserklare Fliissigkeit zu 
erkennen. Unter Lichtabschluf wird filtriert. Die ersten, triiben 
Anteile werden zuriickgegossen. Sobald die Fliissigkeit voll- 
stiindig klar abliéuft, wird das Filtrat mit 20 ccm. (bei Ver- 
wendung von 25—150 ccm Blut) einer 10°/oigen neutralen 
Bleiacetatl6sung versetzt. Nach beendigter Filtration wird der 
Niederschlag vom Filter entfernt, dieses ausgepreft und der 
durch ein Filter gegebene Rest nach volliger Klirung mit dem 
Hauptfiltrat vereinigt. Vom phosphorwolframsauren blei wird 
sehr sorgfiltig abfiltriert, mit Schwefelwasserstoff unter Druck 
entbleit, dann filtriert. Nachdem das Volumen des Filtrates 
(Aliquoter Teil = Z) festgestellt ist, wird im Vakuum bei einer 
Temperatur des Wasserbades von 38—41° bis auf wenige 
Kubikzentimeter eingeengt. Die Loésung wird quantitativ in ein 
MeBkolbchen tibergefiihrt (aliquoter Teil = c). Zur polarime- 
trischen Untersuchung wird durch ein gehiirtetes Filterchen 
filtriert, um die Spuren ausgeschiedenen Schwefels zu beseitigen. 
Die v6llige Enteiweibung gibt sich durch die Abnahme der 
Viskositét deutlich zu erkennen; fast momentan wird die bis 
dahin stark schiumende Fliissigkeit leicht beweglich, und gleich- 
zeitig verschwindet die Schaumbildung. Bei Verwendung von 
50 ccm Blut geniigen meistens 54—58 ccm Phosphorwolfram- 
siiurelésung; ein mifiger UberschuB, im ganzen 70—80 cem, 
hat sich als unschiidlich erwiesen. Der friihzeitige Zusatz des 
Bleiacetats kiirzt durch Ausfillung der tiberschiissigen Phosphor- 
wolframséure deren Einwirkungsdauer auf den Zucker tun- 
lichst ab. Die eiweifi- und biuretfreien L6sungen lassen sich 


27" 


|| 


404 Berthold Oppler, 


his auf etwa !/2 des urspriinglichen Blutvolumens einengen, 
ohne dab Krystallisation erfolgt. Denn auBber dem Eiweii werden 
sowohl eine Reihe von krystallisierenden Verbindungen des 
Serums als auch die siimtlichen Zusitze mit Ausnahme des 
geringen Restes an Essigsiiure entfernt, welcher durch einfache 
Destillation im Vakuum sich nicht beseitigen laBt. Die LOsungen 
sind dann klar und zeigen in 2 dm dicker Schicht, auf ca. !/s 
des Blutvolumens eingeengt, eine schwache Gelbfiirbung, welche 
die Untersuchung bei Beleuchtung durch die Natriumflamme in 
keiner Weise beeintriichtigt. In praxi findet indessen die weitere 
Einengung ihre Grenze an der mit der Konzentration der LOsung 
zunehmenden Gelbfiirbung. In dieser Hinsicht unterscheiden 
sich die Lésungen in nichts von den mit der «Eisenmethode» 
erhaltenen, haben vor letzteren aber den Vorzug, dafi auch die 
letzten Spuren eiweifartiger Substanzen entfernt sind. Meistens 
wurden 50—100 ccm Blut auf einmal verarbeitet. Es werden 


je nach der angewandten Verdiinnung 75—95°/o auch von 


hiimoglobinreicher Gesamtfliissigkeit, wie bBlutkOrperchenauf- 
schwemmung, wiedergewonnen; eine quantitative Bestimmung 
des Zuckers in den Blutzellen, die bisher Schwierigkeiten be- 
reitet, diirfte sich daher leicht bewerkstelligen lassen. Die 
Moglichkeit, das Verfahren mit anderen EnteiweiBungsmethoden 
zu verbinden, wird fiir priiparative Arbeiten manchen Vorteil 
bieten. 

Die Bestimmung des Zuckers mit Hilfe der Reduktions- 
methode schliebt sich an die polarimetrische Bestimmung ohne 
weiteres an. Um die Menge der durch Hefe vergirbaren Sub- 
stanz festzustellen, wird nach der Polarisation mit bekannten 
Mengen wiisseriger Hefeaufschwemmung verdiinnt. Unter Um- 
stiinden kann es erwiinscht sein, vom Aliquoten Teile (Z) einen 
bekannten Anteil nach sorgfiiltiger Entfernung des Schwefels 
direkt zu vergiiren. Nach beendigter Giirung wird die Hefe 
in genau der gleichen Weise wie das Eiweifi mit Phosphor- 
wolframsiiure entfernt oder aber ebenso sicher und einfacher 
mit bekannten Mengen — einigen Tropfen — einer verdiinnten, 
hellbraunen, kolloidalen Eisenhydroxydlésung ausgefallt. Elek- 
trolytzusatz ist unndtig. Das Volumen des Filtrats wird sorg- 
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faltig gemessen und im Vakuum eingeengt. Die konzentrierte 
Lésung wird dann genau auf das Volumen (c“) gebracht, welches 
seinem nun noch vorhandenen Gehalte an ¢ entspricht. Es wird 
wiederum polarisiert und die polarimetrisch untersuchte Losung 
nach dem Bertrandschen Verfahren auf ihr Reduktionsver- 
mogen usw. gepriift. 

Die Berechnung des Zuckergehalts aus dem Drehungs- 
vermogen geschieht nach der friiher') aufgestellten Formel, 
auf welche sich die Buchstabenbezeichnungen  beziehen: 
i= ad Die Berechnung der Reduktionswerte ergibt sich 
daraus von selbst. Beziiglich der polarimetrischen Ablesungen 
und deren Angabe bis in die dritte Dezimale sei bemerkt, 
dafi die Untersuchung an zwei empfindlichen Apparaten von 
Schmidt und Haensch mit dreiteiligem Gesichtsfeld vor- 
genommen wurde. Der Ablesungsfehler betrug in den Ver- 
suchen ++ 0,00 — 0,01° bezw. + 0,01 — 0,02° bei Natrium- 
licht. Durch die Art der Ablesung konnte der Fehler so gut 
wie vollstiindig ausgeschaltet werden. Es wurde niimlich ab- 
wechselnd von einer Ausgangsstellung des Gesichtsfeldes hell 
— dunkel — hell und dunkel — hell — dunkel auf gleichmiibige, 
minimale Helligkeit eingestellt, ohne dabei in die entgegenge- 
setzte Gesichtsfeldeinstellung tiberzugehen. Das Mittel aus 
10—14 Einzelbeobachtungen wurde notiert. Als Beobachtungs- 
rohre diente ein Rohr von 189,4 mm Linge und 5,8 ccm 
Inhalt. Siehe Beispiel Versuch 6, S. 410. 

Zu den folgenden Versuchen dienten gesunde, weibliche 
Hunde im Gewicht von 19,9, 10 und 9 kg, denen ihre aus 
Fleisch und Hundekuchen zusammengesetzte Nahrung stets zur 
gleichen Tageszeit, und zwar zuletzt 24 Stunden vor der Blut- 
entnahme, gereicht wurde. Das Blut wurde Hunden und Pferd 
aus der Vena jugularis, den mit Hafer gefiitterten Kaninchen 
aus der Randvene des VOhres entzogen. Das Rinderblut ent- 
stammt gesunden Schlachttieren, dem Polycytémiekranken 
wurde das Blut aus der Vena cubitalis entnommen. 


') Bioch. Zeitschrift, Bd. XII, S. 124 (mit P. Rona). 
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Zuniichst sei tiber diejenigen Versuche berichtet, in denen 
der Rotations- und Reduktionswert verglichen wurde, siehe 
Tabelle I. Aus den Versuchen 1 und 2 geht hervor, dafi die 
so ermittelten Zuckerwerte innerhalb der durch die Methode 
bedingten Fehlergrenzen als identisch betrachtet werden diirfen. 
Von Interesse ist dabei, daB zwischen den am gleichen Tiere 
vorgenommenen Versuchen 2a und b ein Zeitraum von etwa 
6 Wochen liegt. Diese Ubereinstimmung bleibt indessen bei 
den folgenden Versuchen nicht bestehen. Kénnte im Ver- 
such 3 allenfalls ein Fehler bei der Bestimmung untergelaufen 
sein, so zeigt doch schon die niichste sowie die Doppelbe- 
stimmungen, dai diese Differenz zugunsten der durch Reduk- 
tion ermittelten Werte tatsichlich besteht. Die Enteiweifung 
mit Hilfe des kolloidalen Eisenhydroxyds und Ausfillung mit 
Zinksulfat oder Mononatriumphosphat, Versuch 9—12, labt 
keine prinzipiellen Verschiedenheiten gegeniiber der Phosphor- 
wolframsiureenteiweibung erkennen; im Versuch 12 wird je- 
doch die Differenz zwischen Rotations- und Reduktionsvermégen 
so erheblich, dai die rechtsdrehende Substanz nur noch einen 
verhiltnismabig geringen Betrag der reduzierenden Substanz 
darstellt. Im Versuch 9 ergibt fiir den Reduktionswert die 
EnteiweiBung mit Phosphorwolframséure den gleichen Wert 
wie die Enteiweifung nach dem Verfahren von Schenck. Die 
Tatsache, da die Reduktionswerte meistens hodher liegen als 
die polarimetrisch bestimmten Zuckerwerte, ist schon lange 
bekannt und beruht vor allem auf der Anwesenheit links- 
drehender Substanzen. Da deren Menge aber im Vergleich zum 
Traubenzucker als unwesentlich gilt und auBerdem die Her- 
stellung von Lésungen, welche die gleichzeitige Anwendung 
beider Bestimmungsmethoden an der gleichen Probe hamoly- 
sierten Gesamtbluts gestatten, bisher in einwandsfreier Weise 
nicht gelang, so wurde die Zuckerbestimmung durch Reduk- 
tionsmethoden im allgemeinen bevorzugt. Die beschriebenen 
Versuche zeigen nun zunichst in ganz eindeutiger Weise, 
daf} das eingeschlagene Verfahren mit Ausnahme der Ver- 
suche 1 und 2ab ebensowenig wie alle anderen bekannten 
Verfahren der EnteiweiBung imstande ist, den Traubenzucker 
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Tabelle Fortsetzung. 


Polarisation Bertrand 
Nr. | Blutart | Blut} | im Blut | | Zucker) im Blut 
Zucker ecm | mg mg _ Zucker verfahren 
| | mg | vonc | ine’ in ¢ |) mg | 
Sal Rind | 50 ] 1118 938 [10,27 0,21 25,71 0,051] 94 | 5142) 26 | 33,86 0,068 | 
: b > 50 | 1120 932 | 94 10.24 27,11 0,054] 8,7 | 53,6 | 27 | 35,06) 0,070 Phosphor- 
| | | | | wolframséure — 
9a 50 1110 937 17 0,20 | 0,044 | 57,5 29 39,92 0,072 Pb-Acctat 
3 b > 100 | 2220 | 1871 [12,05 034 | 48,61 0049] — | — |; — | — | — 
= > — — | —  — 45,89) 23 | 38,00 0,076 
d — |206 | — | — | — 1]19,65) 50,87) 26 | 35,48| 0,071 cf. Anm. S. 421 
ma | | | | | 
10a] Hund | 243 20,86 =| 9,07 0,155 14,06 0,067] 7,85 34,12) 17 | 22,88 0,094 
b 23.5 20,93 =| 9,6 0,13 1248 0,060] 849 3312 16 20,32 0,086 
Z= Blut: : 
¢ > 31,7 26,58 =| 8,95/0,20 | 17,90, 0067] — | — | — | — om Fe(OH), — Zn- 
d > 23,6 20,97 =| 8,59/0,15 | 12,88| 0064) — | — | — | = | — Oxalat 
11 |Kaninchen} 34 | 1150 | 880 | 9.0 0,23 27,05 0,080] 82 22 31,56. 0,093 
| 
~~ 12 , 25 | 1095 | 1031 | 9,7 012 12,36 0,050] 85 | 53,9 | 27 | 32,73. 0,131] Fe(OH), — NaH,PO, 
= | 
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frei von stOrenden Beimengungen zur Bestimmung zu bringen 
und ferner, daf die als unwesentlich geltende Differenz zwischen 
den aus Rotation und Reduktion berechneten Traubenzucker- 
werten gar nicht so selten erheblichere Werte annehmen kann. 
Es ergibt sich daraus die Notwendigkeit, mehr als_ bisher, 
namentlich bei klinischen Untersuchungen, diesen Verhiiltnissen 
die volle Aufmerksamkeit zuzuwenden und die Bestimmung 
des Traubenzuckers stets nach 2 Methoden vorzunehmen. Es 
bleibt dabei die Wahl zwischen Polarisation und Reduktion 
einerseits und der Polarisation vor und nach der Girung zu- 
niichst offen. Der folgende Versuch zeigt nun aber gleich, 
dah diese Freiheit der Wahl doch nur eine beschriinkte ist. 
In Versuch 13 am Pferdeblut, enteiweibt mit Eisenhydroxyd 
und Mononatriumphosphat, ergibt die polarimetrische Bestimmung 
einen negativen Wert, so daf die Bestimmung durch Reduktion 
im Zweifel dariiber lassen wiirde, ob hier tiberhaupt rechts- 
drehende Substanz vorhanden ist. Es kam demnach zum Nach- 
weise etwa vorhandener rechtsdrehender Substanz in diesem 
Fall nur die Bestimmung mit Hilfe der Girung in Frage. 


Die polarimetrische Bestimmung ergab in 


c = 9,68 ccm vor der Giirung a = — 0,25°, 

ce’ = 6,49 » nach » — 0,62°. 

Die Bertrandsche Bestimmung ergab in der vorgorenen 
Loisung das vollige Fehlen reduzierender Substanz. Es ergibt 
demnach dieser Versuch, daf} neben rechtsdrehender, vergiar- 
barer Substanz, deren Konzentration auf Traubenzucker bezogen 
0,102 °/o betriigt, erhebliche Mengen linksdrehender, weder ver- 
giirbarer, noch reduzierender Substanz vorhanden sind, welche 
demnach nicht zum «Restzucker» gerechnet werden kann. Ob 
hingegen die rechtsdrehende Substanz nur Traubenzucker war, 
und ob auferdem noch weitere, optisch aktive, vergiirbare 
Substanzen gleichzeitig durch die Hefe zerstért wurden, abt 
sich nicht entscheiden, da fiir weitere Versuche nicht geniigend 
Material mehr zur Verfiigung stand. 

Dariiber gibt indessen der folgende Versuch in vollig ein- 
deutiger Weise Aufschlub. 


| 
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Versuch 6 (Tabelle J). 


3 Tropfen = 0,15 ccm = Selbst- 
| reduktion der Bertrandschen 
| Lésung. 
| 


ba | 6b | 
| Traubenzuckerlésung 0,345 °/o 
Ammoniumoxalat- | 11 = 38,5 mg Zucker 
blutvom Rind 50 ccm | 50 | 50 
AO... 600 600 
10° o Phosphor- | 
wolframsiure 70 | 70 70 
| = 720 | 720 731 
Z abziiglich 20 cem 
10° Bleiacetatlésung | 540 
—= 540 ccm | 
c = 9,45 ccm | 8,60 9,39 
z = 0,255 | 0,275 °/o 0.565 
| 69,51 
50 cem Blut enthalten | 31,24 mg — 38,30 
32.13 mg Zucker | Zucker 
31,01 
x = 0,064 °Jo | 0,063 °/o 0,062 °/o 
Bestimmung nach | von c werden 8,75 ccm mit 
Bertrand | Hefeaufschwemmung 
c/ = &.85 ccm von ¢ | 8.0 verdiinnt auf 17,95 15 St. 28° 
= 54,2 mg Cu | 
= 28 mg + Eisenlésung auf 18,81 
| Zucker 
50 ccm Blut enthalten | 39,77 mg Filtrat = 16,2 ccm 
39.86 mg Zucker =| Zucker = 7,5 » 
x’ 0,080 0,080 80 = — 0,08° 
Bertrand: 7,2 ecm von 
| = 3 Tropfen 
| Kaliumpermanganatlésung 
| 


| Wahrer polarimetrischer Zucker- 
| wert: c = 9,39 
: | z = 0,565 
| 0.08 
| | = 0,645°/0 woraus 
nach Abzug von 38,5 mg 


ergibt x = 0,079 °/o. 
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Durch die gleichzeitige Anwendung der Girung neben 
der Reduktionsbestimmung der unvergorenen und der vergorenen 
Lésung gelang es festzustellen, daB der durch Reduktion er- 
mittelte Wert fiir Traubenzucker identisch mit dem aus dem 
Garungsversuch berechneten Werte ist. Ferner wurde wiederum 
festgestellt, daf die durch Giirung nicht zerstorte, linksdrehende 
Substanz alkalische Cu-Lésung nicht reduziert und schlieflich, 
da bei der Giirung gleichzeitig Traubenzucker der LOsung zuge- 
setzt worden war, daf die Enteiweifung mit Phosphorwolfram- 
siiture auch die gleichzeitige Anwendung der Giirung anstandslos 
ermoéglicht. Demnach ergibt dieser Versuch ebenso wie die 
Versuche 1 und 2a—b, daf in einer Reihe von Fiillen bei An- 
wendung des beschriebenen Verfahrens die quantitative Trauben- 
zuckerbestimmung des Gesamtbluts nicht nur relativ, sondern 
absolut quantitativ ist. 

Schwieriger ist die Deutung der folgenden Versuche Ta- 
belle II 18a, 7a—b, 9b—a (siehe auch Tab. 1). Die EntweiBung 
geschah mit Phosphorwolframséure. Es decken sich hier die 
durch Polarisation, Giirung und Reduktionsmethode ermittelten 
Werte nicht mehr: linksdrehende Substanz ist vorhanden; 
wihrend diese in den Versuchen 6c und 14a—b aber kein 
Reduktionsvermégen mehr aufweist, zeigt sie nach Unterbre- 
chung der Gérung in den genannten Versuchen noch ein ge- 
ringes, aber sicher nachweisbares Keduktionsvermogen. Fiir 
eine quantitative Bestimmung nach Bertrand war indessen 
der Betrag zu gering. Diese Fille geho6ren demnach zu jenen, 
welche das Vorkommen von linksdrehendem Zucker scheinbar 
beweisen, indessen in diesem Falle nur scheinbar, da die Gegen- 
wart von Resten unvergorenen Traubenzuckers zu demselben 
Ergebnis hiitte fiihren miissen. Das wiirde nun aber voraus- 
setzen, dafi die Losung giirungshemmend in diesen Fiillen ge- 
wirkt hiitte. Ist zwar nach den bisherigen Erfahrungen mit 
Phosphorwolframsiiure ein Grund fiir diese Annahme auch nicht 
vorhanden, so ergibt sich daraus doch, dafi auch dies Ver- 
fahren zuniichst die Grenze seiner Leistungsfihigkeit dann erreicht 
hat, wenn girfiihige, linksdrehende Substanz neben Trauben- 
zucker vorhanden ist. Eine Entscheidung dariiber, ob diese 
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Tabelle Il. — Oppler. 


Rechts- Reduzierende}] Vergirbare Linksdrehende Sub-} Reduktions- 
Blut drehendeSub-} Substanz Substanz vermogen 
zucker polari-| zucker Trauben- rung — baren links- 
Serum metrisch Bertrand zucker  |Rertrand Vergairbar| drehenden 
6¢ Rinderblut 0,062 0,079 0.017 | O17 Jreduziert nicht 
| 
b » 0,06: 0,080 — wee - Tabelle Lu. Seite 410 
a > 0,064 0,080 | — 
> 0,127 0,169 0,142 0,042 0,027 reduziert Tabelle HI 
7a—h » 0,056 0,082 0,061 0.026 0,005 
Yb > 0,049 0,057 0,008 \ | 
a » 0,044 0,072 0,028 
lia > 0,039 — 0.060 0,021. freduziert nicht Phosphorwolfram- 
b dessen Serum 0,045 0,064 0.019 0.019 >» sdiure — Pbh-Acetat 
16 Rinderserum 0,062 — 0.062 0,000 0.000 > «Eisenmethode>» 
i7a > 0,103 0,103 0.000 0.000 
flockt erst auf Zusatz 
b > 0,104 0,107 0,003 vonk,SO,, Tabelle III 
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oder unvergorener Traubenzucker vorliegt, wiirde jedoch durch 
Ausfiihrung der fiir aihnliche Fiille auch sonst geiibten Kontrolle, 
Vergiirung einer weiteren Substanzprobe mit Traubenzucker- 
zusatz, sich sicher herbeifiihren lassen. In den Fiillen, wo 
geniigend Untersuchungsmaterial zur Verfiigung steht, wie bel 
Versuchen an Menschen und groferen Tieren, wird das még- 
lich sein. Es sollte demnach eine quantitative Zuckerbestim- 
mung, deren Ausfiihrung bei Enteiweibung mit Phosphorwolfram- 
siiure nunmehr in beyquemer Weise gelingt, stets aus den von 
Hoppe-Seyler!) bereits geforderten gleichzeitigen Bestim- 
mungen durch Polarisation und Reduktion bestehen. Es wiiren 
daher folgende Einzeluntersuchungen erforderlich: 

1. Polarimetrische Bestimmung mit nachfoleender Reduk- 
tionsbestimmung ; 

2. Kontrollbestimmung : 

3. Polarimetrische Bestimmung vor und nach der Giirung, 
Bestimmung des Reduktionsvermogens nach beendigter Girung, 
resp. Probe auf Kohlenhydrate, Glukuronsiure usw. 

4. Kontrollbestimmung mit Zusatz bekannter Trauben- 
zuckermenge. 

Ist jedoch wie in den Versuchen 1 und 2 die vollstindige 
Durchfithrung unnodtig, oder erweist sie sich als unmoglich, so 
diirfte doch in der Regel die Bestimmung durch Polarisation 
und Reduktion der Bestimmung durch Polarisation vor und 
nach der Garung vorzuziehen sein. Die zahlreichen Manipula- 
tionen bei Anwendung der letzteren Methode vergréfern allein 
schon die Gefahr der Fehler. Der Endpunkt der Vergirung 
ist schwer zu bestimmen: da ferner durch Hefe, welche kein 
chemisch reines Reagens, sondern ein lebender Organismus 
ist, weiterhin optisch aktive Stoffe in die Lésung hineingeraten 
oder im Verlaufe der Gérung entstehen kénnen, ist eine Quelle 
fiir neue Téuschungen gegeben. 

Nach alledem liiuft also, wie auch Hollinger?) betont, 
sobald die quantitative Bestimmung des isolierten Trauben- 
zuckers nicht gelingt, die Aufgabe darauf hinaus, die Art und 


') Handbuch der phys. u. pathol. chem. Analyse, &. Aufl., 1909, S. 657. 
*) Bioch. Zeitschrift, Bd. XVII, S. 7. 


414 Berthold Oppler, 


Menge dieser linksdrehenden Substanz zu bestimmen. Nach 
beiden Richtungen hin ergibt das angewandte Verfahren An- 
haltspunkte. 

Zunichst ist bemerkenswert, dai, wie aus Versuch 14 
(Tab. II) ersichtlich ist, die linksdrehende Substanz ganz oder 
zum groften Teile dem Serum angehort. Das ist wichtig fur 
die priiparative Darstellung der Substanz. Das Serum wurde 
7 Stunden spiiter verarbeitet als das Blut, welches noch lebens- 
warm enteiweiit wurde. Der Versuch bestitigt demnach zu- 
gleich die von Rona und Michaelis bereits einwandsfrei 
festgestellte Tatsache, daB innerhalb dieser Frist eine Anderung 
des Zuckergehalts infolge von Glykolyse nicht eintritt. 

Aus den Versuchen 3—10 (Tab. I) ist weiterhin ersichtlich, 
dal} trotz verschiedener Vorbehandlung des Blutes in den Ver- 
suchen 3—9 einerseits und 10 anderseits die Differenz zwischen 
polarimetrischer und Reduktionsbestimmung beobachtet wird. 
In den jeweils zusammengehorigen Analysenpaaren zeigen aber 
sowohl die polarimetrischen Bestimmungen wie die Bestim- 
mungen nach Bertrand unter sich eine weitgehende Uber- 
einstimmung. Die Abweichungen tiberschreiten nicht den Fehler- 
bereich der Methodik. Um so auffallender ist der Ausfall des 
Versuches 15, Tabelle III. Als néimlich verglichen wurde, ob 
bei Anwendung der «Kisenmethode» die gleichen Werte sich 
ergeben wie bei der Ausflockung des Eisenhydroxyds mit 
Mononatriumphosphat, zeigte es sich, daf nun polari- 
metrischen Bestimmungen nicht mehr iibereinstimmten. Die 
Bertrandsche Bestimmung ergab fiir 15b eine Zahl, welche 
dem polarimetrisch bestimmten Werte von 15a nahezu gleich 
war, wiihrend die beiden polarimetrischen Bestimmungen eine 
bedeutende Abweichung untereinander aufwiesen, die durch 
Beobachtungsfehler nicht erkliart werden konnte. Dagegen 
stimmte das Ergebnis in dem Versuch 15b wiederum gut zu 
den in Tabelle 1, Nr. 3—12, niedergelegten Befunden, welchen 
allen gemeinsam ist, dal die Enteiweifung bei saurer Reaktion 
stattgefunden hatte. Die Priifung der Reaktion der mit Ma- 
gnesiumsulfat ausgeflockten Liésung 15 a ergab nun fiir Lackmus 
unbestimmte Reaktion, wiihrend in 15 b die Reaktion, die nicht 
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mehr gepriift werden konnte, natiirlich sauer gewesen sein 
mu. Damit schien, was Rona und Michaelis!) allerdings 
ohne Begriindung als Vermutung geiéiufert hatten, sicher be- 
wiesen, dal} die bei dem angewandten Verfahren im Blute 
nachweisbare, linksdrehende Substanz eine Siiure sei, die durch 
die Enteiweifung bei saurer Reaktion aus ihren Verbindungen 
frei gemacht wird. Fiir den vorliegenden Zweck der quanti- 
tativen Traubenzuckerbestimmung im Blute wiirde das aber 
bedeuten: «Die Eisenmethode» gibt im Gegensatz zu ihren 
Modifikationen und im Gegensatz zur Phosphorwolframsiaure- 
enteiweibung bei polarimetrischer Bestimmung den absoluten 
Traubenzuckergehalt an. Da nun Michaelis und Rona?) mit 
Hilfe der «Kompensationsmethode» nachgewiesen haben, dab 
nur ungebundener Traubenzucker im Blute kreist, wire damit 
das Ziel erreicht, den Traubenzucker isoliert quantitativ be- 
stimmen zu kénnen. Es war daher weiterhin ein Vergleich 
zwischen den mit der «Eisenmethode» und mit Phosphorwol- 
framsiiure zu erzielenden Werten von grofem Interesse. Da 
anzunehmen war, dal die Gegenwart von Himoglobin diese 
Aufgabe unndtig erschweren wiirde, anderseits durch den 
Versuch 14, Tabelle I] bereits nachgewiesen ist, da die links- 
drehende Substanz im wesentlichen dem Serum angehort, so 
wurde zu diesen Versuchen Serum vom Rind gewiihlt. Bei 
dem folgenden Versuche 16, Tabelle II], dessen Phosphorwolfram- 
siiureaustiillung durch einen Unfall leider verloren ging, ist nun 
wieder bemerkenswert, dal die nach der «Eisenmethode» aus- 
gefiillte LOsung des Rinderserums auf ca. '/5 des Serumyolumens 
eingeengt, gegen Lackmus neutral reagierte und nur rechts- 
drehende, vergiirbare, reduzierende Substanz, auf Traubenzucker 
bezogen 0,062°/o enthielt. Das Fehlen linksdrehender Substanz 
wurde in unseren Versuchen beim Pflanzenfresser bisher nicht 
beobachtet, wenn mit Phosphorwolframsiiure das Eiweil entfernt 
wurde. Eine Wiederholung des Versuches, Nr. 17 a—c, Tabelle Il 
und Ill, ergab im Filtrat der Eiseneiweiffillung gegen Lackmus 
neutrale Reaktion, als es aber bis auf ca. !/5 des angewandten 
Bioch. Zeitschrift, Bd. XVI, S. 65. 
*) Bioch. Zeitschrift, Bd. XIV, S. 476. 


§ 
5 
a 
ge 
ae 


Zur Methodik der quantitativen Traubenzuckerbestimmung des Blutes. 417 


Serumvolumens eingeengt wurde, war ganz schwach saure 
Reaktion nachweisbar, obwohl ein Zusatz von Essigsiiure unter- 
blieben war. Die Ausflockung war erst eingetreten, nachdem 
kleine Mengen K,SO, hinzugefiigt worden waren. Die polari- 
metrische Bestimmung ergab fiir 17 a und b identische Werte, 
die Reduktionsbestimmung von 17 b den gleichen Wert. Durch 
den Ausfall des Giirungsversuchs 17 a Tabelle II] wird weiterhin 
bewiesen, daf der ganze Betrag vergiirbarer Substanz auf 
Rechnung der rechtsdrehenden, reduzierenden Substanz zu 
setzen ist und dafi neben dieser keine weiteren optisch aktive, 
reduzierende, vergiirbare Substanzen vorhanden sein k6énnen. 
Damit ist wiederum bewiesen, nur Traubenzucker vor- 
liegen kann. Der Phosphorwolframsiureversuch zeigt dagegen 
eine zwar nicht erhebliche, aber deutliche Differenz zwischen 
den aus Polarisation und Reduktion ermittelten Zuckerwerten, 
die nach den bisherigen Auseinandersetzungen auf der An- 
wesenheit linksdrehender Substanz beruhen mul}. Fiir einen 
entsprechenden Giirungsversuch war nicht mehr geniigend 
Material vorhanden. Das Filtrat des Eiweif-Phosphorwolfram- 
siiureniederschlags zeigte vor Zusatz des Bleiacetats eine eben 
erkennbare, saure Reaktion, die nach dem Einengen stiirker 
wurde. Kongopapier wurde jedoch nicht gebliiut. Der Versuch 
ist also auch hier im Sinne der obigen Deutung ausgefallen. 
Uber die saure Reaktion des Filtrats von 17a und b wird 
noch zu sprechen sein. 

Um das Resultat noch sicherer zu stellen, wurden im 
Versuch 18a und b, Tabelle II], je 100 g Serum verarbeitet. 
Die polarimetrischen Ausschliige sind infolgedessen so_ grofi, 
da Irrtiimer ausgeschlossen sind. Um einen Begriff von dem 
im Filtrate der Eiweiffillung herrschenden Siéuregrad zu be- 
kommen, wurden von beiden Filtraten je 10 ccm entnommen. 
Das Filtrat 18a reagierte gegen Lackmus neutral, dasjenige 
von 18b sauer. 

Es gebrauchen von 

a) 10 cem < 1 Tropfen !/10-norm.-NaHO 
b) 10cem O9cem 
bis zum Eintritt der alkalischen Reaktion. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXIV. 28 
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Is war in diesem Versuch also zwar nicht gegliickt, 
durch Anwendung der «Eisenmethode» das Auftreten der links- 
drehenden Substanz vollig zu verhindern, aber der Unterschied 
gegeniiber der Phosphorwolframsiiureausfillung tritt deutlich 
zutage. 

Aus diesen Versuchen folgt demnach jedenfalls mit Sicher- 
heit, dali zwischen dem Auftreten der linksdrehenden Substanz 
und der Reaktion der Losung eine Beziehung besteht der Art, 
dal} saure Reaktion das Auftreten der linksdrehenden Substanz 
begiinstigt. Zugleich zeigt der letzte Versuch aber auch, dah 
die «Eisenmethode» sich zurzeit selbst bei Verwendung von 
Serum noch nicht so dosieren liabt, dab die isolierte Bestim- 
mung des Traubenzuckers mit Sicherheit gelingt. Es ist das 
ia auch vollig verstiindlich nach dem, was tiber den Chlor- 
gehalt der Eisenhydroxydlosung festgestellt werden konnte. Das 
richtige Mab beztiglich der anzuwendenden Eisenmenge einzu- 
halten, d. h. das Eiweif unter Bindung der Salzséure vollig aus- 
zufiiilen und gleichzeitig durch Vermeidung eines Uberschusses 
unterhalb derjenigen Acidititsgrenze zu bleiben, welche,fwenn 
iiberschritten, zum Auftreten der linksdrehenden Substanz fihrt, 
ist zur Zeit noch Sache des Zufalls. 

Es wire eine dankenswerte Aufgabe, die Methode der 
Kiweibaustiillung mit Hilfe von kolloidalen Stoffen nach dieser 
Seite hin zu vervollkommnen. Vielleicht kénnte die Verwen- 
dung reiner Metallsole besser zum Ziele fiihren. 

Auf Grund der soeben gewonnenen Erfahrungen diirfte 
hingegen ein zweiter Weg vielleicht einstweilen gangbar sein. 
Wenn wirklich die linksdrehende Substanz eine Siiure ist, so 
miibte sich durch Zusatz einer stiirkeren Séure schlieblich ein 
Punkt erreichen lassen, wo durch weiteren Siiurezusatz die 
Menge der linksdrehenden Siiure sich nicht weiter steigern 
lift. Es wurde nun bereits erwiihnt, dab eine mibige Uber- 
schreitung desjenigen Minimums Phosphorwolframsdaure, 
welches zur volligen EnteiweiBung erforderlich ist, den Zucker- 
wert nicht veriindert. Wurde ferner zur Ausfiillung der tber- 
schiissigen Phosphorwolframsiure die doppelte Menge Bleiacetat 
angewandt, so trat gleichfalls keine Anderung der Zuckerwerte 
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ein. Ist diese Uberlegung richtig, so miiBte anderseits eine 
starke Verminderung der Aciditiit bei Anwendung von Phos- 
phorwolframsiiure zu Ergebnissen fiihren, die denjenigen der 
zuletzt abgehandelten Versuche mit der « Eisenmethode » iihnelten. 
Konstanz der Linksdrehung aber trotz zunehmender Aciditiit 
wiirde demnach bedeuten, daf die Bestimmung der linksdrehen- 
den Substanz unter den jeweiligen Versuchsbedingungen quan- 
titativ ist. Einen Versuch in dieser Richtung stellt der Ver- 
such 19 dar. Es wurden angewandt: 


Rinderoxalatblut | Wasser 
wolframsiéure 
9a | 50 | 1000 60 
b 50 | 1000 50 


In b stellen 50 com Phosphorwolframsiiure dasjenige Mi- 
nimum dar, welches zur Enteiweibung eben geniigte und gerade 
noch die Filtration nach der Eiweifausfillung gestattete. An 
Stelle des Bleiacetats wurden beide Filtrate mit alkali- und 
siiurefreiem Bleiacetat (Kahlbaum) versetzt und auf der 
Maschine solange geschiittelt, bis eine Entwicklung von Kohlen- 
siiure nicht mehr bemerkbar war. Es waren etwa & Stunden 
erforderlich. Die Fliissigkeit war nach dem Absitzen des tiber- 
schiissigen Bleicarbonats milchig getriibt und nicht filtrierbar. 
Erst nach Zusatz von 3 Tropfen 3°/oiger Essigsiiure fiel die 
Triibung als weifer Niederschlag aus, nach dessen Absitzen 
glatt filtriert werden konnte. Beim Einleiten von Schwefel- 
wasserstoff bildete sich wiederum kein Niederschlag, sondern 
die LOsung wurde schwarzbraun und lief durch das Filter un- 
geklirt durch. Erst als nach Zusatz geringer Mengen neutralen 
Bleiacetats wiederum Schwefelwasserstoff eingeleitet wurde, 
fiel das Schwefelblei aus. Das bleifreie Filtrat reagierte nach 
Verjagen des H,S im Luftstrom trotzdem neutral und lief auch 
keine saure Reaktion erkennen, als es bis auf ca. 's des ur- 
spriinglichen Blutvolumens eingeengt wurde. 

Die polarimetrische Bestimmung ergab in 

a:c = 9,68 ccm eine Drehung a = — 0,05°, die Ber- 
trandsche Bestimmung 0,048°/o Zucker, 
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b:c = 9,60 cem +- 0,08°, die Bertrandsche Bestim- 
mung 0,056°/o Zucker. 

Der Versuch zeigt also ganz eindeutig, dafi die bisher 
bei der Ausfiillung mit Phosphorwolframsiiure beobachtete Uber- 
einstimmung der polarimetrischen Werte verloren gegangen ist 
und Verhaltnissen Platz gemacht hat, die in der Tat denjenigen 
der letzten Versuchsreihe gleichen. Zugleich zeigt der Versuch. 
dafi der Schwellenwert fiir das Auftreten der linksdrehenden Sub- 
stanz einer sehr niedrigen H-lonenkonzentration entsprechen 

Das Schlubglied in der Beweiskette bringt der Versuch 5ab, 
Tabelle I, am Blute des Polycytimiekranken. Es wurden wieder 
angewandt in: 


Blut Wasser 10 9/9 Phosphor- 
| wolframsiure 
ba | 50 1000 58 
b | 50 1000 88 


Die Bleiacetatmenge betrug in beiden Versuchen 20 ccm 
der 10°/oigen LOsung. 
Die Reaktion des Filtrats von a war gegen Lackmus ? 
»  » schwach sauer. 


Die Reaktion der eingeengten LOsung von 
a war sauer, gegen Kongopapier negativ. 
b » » » » » 


Die Zuckerwerte zeigen bei der polarimetrischen Bestim- 
mung fast die gleichen Zahlen, die Bestimmung nach Bertrand 
annihernd tibereinstimmende Werte; die Differenz liegt aller- 
dings an der oberen Grenze des Fehlerbereichs der Methode, 
und es muf deshalb auch mit der Méglichkeit gerechnet werden, 
dali wirklich eine Vermehrung der reduzierenden Substanz. 
z. B. durch Aufspaltung von in gepaartem Zustande nicht redu- 
zierender Glukuronsaure, als Folge des angewandten Verfahrens 
eingetreten ist. Dagegen spricht aber, daB in Versuch 9a—c. 
Tabelle I, die EnteiweiBung nach dem Verfahren von Schenck 
fiir die reduzierende Substanz den gleichen Wert ergibt, wie 
die EnteiweiBung mit Phosphorwolframsiure, trotzdem im ersten 
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Falle die Lésung so stark sauer reagierte, dali Kongopapier 
intensiv blau gefiirbt wurde. '!) 

Im grofben und ganzen ist demnach der zugrunde gelegte 
Gedanke durch den Ausfall der Versuche als richtig bestiitigt 
worden, wenn auch im einzelnen eine villige Ubereinstimmung 
noch nicht erzielt worden ist. Sieht man davon ab, dab in 
Versuch 17a und b der Reaktion der konzentrierten Losung 
der Ausfall der polarimetrischen Bestimmung nicht vollig ent- 
spricht, da aufer der Reaktion noch Bedingungen in Betracht 
kommen konnten, die wir zurzeit noch nicht tibersehen, so 
lassen sich doch auf keinen Fall die Differenzen tibergehen, 
welche zwischen den chemischen Eigenschaften einer links- 
drehenden Siiure und denen der verschiedenen, linksdrehenden 
Kérper bestehen, welche andere Forscher?) im Blute neben 
Traubenzucker bisher gefunden haben. Sind auch diese Sub- 
stanzen zum Teil als chemische Individuen noch nicht aner- 
kannt, so darf doch soviel aus den bisherigen Untersuchungen 
geschlossen werden, dal} die Linksdrehung nicht durch die 
Annahme einer einheitlichen Substanz erkliirt werden kann. 
Darauf wiirde der Befund einer linksdrehenden Siiure aber 
doch zuniichst hinweisen. Bevor daher diese Widersprtiche 
nicht aufgeklirt sind, kann die gegebene Erkliirung als_be- 
wiesen nicht gelten. Eine weitere Klérung ist aber nur durch 
Verarbeitung grober Blutmengen zu erwarten und das niichste 
Ziel muf die Isolierung der linksdrehenden Substanz sein. 

Mit Sicherheit haben jedoch die vorstehenden Versuche 
ergeben, dah die Enteiweifung mit Phosphorwolframséure in 
einer Reihe von Fiillen die quantitative Bestimmung des Trauben- 
zuckers im Blute zuverlissig ermoOglicht, und auch in den Fiillen, 
wo die quantitative Bestimmung noch nicht moglich ist, nach 
den bisherigen Versuchen wenigstens zu vergleichbaren, rela- 
tiven Werten fiihrt. Die Untersuchungen werden im Sinne der 


') Anmerkung: Um die Bertrandsche Bestimmung anwenden zu 
kOnnen, war eine kleine Abweichung von Schencks Vorschrift erforder- 
lich. Die eingeengte Lésung wurde nicht auf das Volumen der ange- 
wandten Blutmenge, sondern nur auf ca. 20 cem gebracht. 

*) Hammarsten, Lehrbuch der physiol. Chemie, 1907, 5S. 184. 
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vorstehenden Ausfiihrungen fortgefiihrt und sollen gleichzeitig 
auf pathologische Fille ausgedehnt werden. 


Zusammenfassung. 


Zur Enteiweibung von Blut (Blutkérperchen) zwecks 
quantitativer Bestimmung des Traubenzuckers verdient die Phos- 
phorwolframsiiure den Vorzug. Da sie die gleichzeitige be- 
stimmung durch Polarisation, Girung und Reduktionsmethoden 
ohne weiteres gestattet, ist in einer Reihe von Fiillen die quan- 
titative, in den iibrigen die relative Bestimmung des Trauben- 
zuckers méglich. Von den Reduktionsmethoden ist das Ver- 
fahren von Bertrand besonders geeignet. Linksdrehende Sub- 
stanz findet sich nicht selten in erheblicher Menge und ist 
deshalb bei der Zuckerbestimmung zu_beriicksichtigen, so lange 
die Isolierung des Traubenzuckers nicht gelingt. Versuche 
machen es wahrscheinlich, dab die linksdrehende Substanz eine 
Siiure ist. Die KiweiBausfillung mit Phosphorwolframsiiure er- 
gibt bisher auch hinsichtlich der linksdrehenden Substanz ver- 
gleichbare (quantitative ?) Werte. 

Die Untersuchungen wurden im Oktober 1908 im physio- 
logischen Institut der tierirztlichen Hochschule in Berlin be- 
gonnen und nach lingerer Unterbrechung im Laboratorium der 
I]. medizinischen Klinik in Miinchen fortgeftihrt. Herrn Prof. 
Abderhalden und Herrn Prof. Friedr. Miller spreche ich 
fiir die mir so freundlich gewiihrte Unterstiitzung meinen herz- 
lichsten Dank aus. 
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Serologische Studien mit Hilfe der <optischen Methode .. 
V. Mitteilung. 


Von 


Emil Abderhalden und K.-B. Immisch, Bromberg. 


Mit zwei Tafeln. 


(Aus dem physiologischen Institute der tierirztlichen Hochschule, Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 19, Dezember 109.) 


Parenterale Zufuhr von Proteinen und Peptonen bedingt, 
wie an dieser Stelle in friiheren Mitteilungen festgestellt worden 
ist, das Auftreten von Fermenten im Blutplasma, welche die 
zugefiihrten Stoffe abzubauen vermigen. Es handelt sich jedoch, 
wie weitere Versuche ergeben haben, nicht um solche Fermente. 
die auf die zugefiihrten Eiweifkorper resp. deren héhere Abbau- 
stufen spezifisch eingestellt sind. Die auftretenden Fermente 
greifen ihnlich den proteolytischen Fermenten des Magendarm- 
kanals die verschiedenartigsten Proteine und speziell die aus 
diesen darstellbaren Peptone an. Wir haben, um uns_ nach 
verschiedenen Richtungen tber die Art dieser Fermente zu 
orientieren, eine ganze Anzahl von Peptonen aus Proteinen 
dargestellt und zwar Pepton aus Seide, aus Gelatine, aus Edestin 
und aus Casein. Die Darstellung war in allen Fiillen die gleiche. 
Das betreffende Protein wurde 3 Tage mit der fiinffachen Menge 
70°/viger Schwefelsaure bei 20° aufbewahrt. Nach quantitativer 
Entfernung der Schwefelsiure wurde das Filtrat vom Baryum- 
sulfat unter vermindertem Druck bis auf ein kleines Volumen 
eingedampft. Durch wiederholtes Fiillen mit Alkohol und durch 
weitgehende Fraktionierung gewannen wir ganz farblose Pulver. 

Bei den folgenden Untersuchungen suchten wir festzustellen, 
ob das eine oder andere Pepton sich gegeniiber Serum eines 
mit einem bestimmten Eiweif vorbehandelten Tiere als resistent 


‘ 


Emil Abderhalden und K.-B. Immisch, 


erweist. Vor allen Dingen erschien es uns auch wichtig, durch 
mOglichst umfassende Versuche die Art des Abbaus bestimmter 
Substrate durch das Serum vorbehandelter Tiere festzustellen. 
Ks ist denkbar, dafi je nach der Art des parenteral zuge- 
fihrten EKiweibes die «Kurve» des Abbaues wechselt. Wir 
konnen gleich erwiihnen, dal wir bis jetzt keine typischen 
Unterschiede finden konnten. Dieses Resultat ist nicht tiber- 
raschend, es schliebt jedoch nicht aus, da fiir Proteine und 
deren AbkOmmlinge, die in ihrer ganzen Organisation unserem 
Organismus vielleicht weit entfernter stehen als unsere Nahrungs- 
proteine, doch ganz spezifische Fermente an das Plasma ab- 
gegeben werden. Libt sich diese Vermutung experimentell 
erhiirten, dann wiire die Méglichkeit gegeben, in vielen Fiillen 
z. B. eingetretene Infektionen mit Hilfe der «optischen Methode» 
nachzuweisen und ihren Verlauf zu verfolgen. Die Mikro- 
organismen liefern die sogenannten Toxine, ferner werden bet 
ihrem Zerfall Bestandteile des Zelleibes frei, die ihrer ganzen 
Natur nach nicht in den Bauplan des einzelnen Organismus 
hineinpassen. Es ist wohl moéglich, der Organismus auch 
gegen derartige Stoffe Fermente mobil macht. Es sind im 
hiesigen Institute bereits umfassende Untersuchungen nach 
dieser Richtung im Gange. So wird das Verhalten des Serums 
rotzverdiichtiger, bestimmt rotzkranker und normaler Pferde 
gegeniiber den Zellbestandteilen des Rotzbacillus gepriift. Die 
bisherigen Resultate erscheinen aussichtsvoll. Selbstverstiind- 
lich gehort zu definitiven SchluBfolgerungen ein reiches Material 
und vor allem sind zahlreiche Kontrollversuche notig. 
Erwiihnt sei noch, daf wir Untersuchungen iiber das Ver- 
halten der Sera verschiedener Tierspezies zu einander in An- 
griff genommen haben, um eine Grundlage zu erhalten fiir die 
ebenfalls in Arbeit befindlichen Prizipitierungsversuche. Wir 
beobachten die Drehung der Sera zweier Tierarten einzeln und 
stellen dann fest, ob bei der Vermischung beider eine Summation 
der abgelesenen Drehung stattfindet, und wie sich das Drehungs- 
vermégen wiihrend langerer Zeit verhalt. Wir hoffen auf diesem 
Wege die Frage entscheiden zu kénnen, ob die Sera ver- 
schiedener Tierarten normalerweise optisch-aktive Stoffe ent- 
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Versuch Lf. Kontrollversuch zu Versuch | 


10 cem Serum, 


1,0 cem Serum, 
» Seidenpeptonlosung 10°), 3,0 physiol. Kochsalzlosung 
Physiol. NaCl-Losung. 


4 
030? + + + + 
| 
ia Stunden 2 3 F 8 28 Stunden 5 0 y 
Versuch I. Versuch Ul. 
10) cem Serum, cem Serum, 
05 » Seidenpeptonlosung 10° ,, Wo Seidenpeptonlosung 
25 Physiol. NaCl-Losung, 25 » Physiol. NaCl-Losung. 
mm Stuaden 7 P 6 / 8 ta Stunden 1 2 J 


Kontrollversuch zu Versuch [ und IL, Kontrollversuch zu Versuch I und Il 


10 cem Serum, 10 cem Serum, 


3,0» physiol. NaCl-Losung. 30) physiol. Na€l-Losung. 
030° 
030° — 
Stunden 3 5 6 8 9 Ma Stunden 7 é 4 0 
Versuch IV, 
Serum. — 0,5 ccm Seidenpeptonlosung 10°, 20 cem physiol. NaClLosung. 
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Zu«EmilAbderhalden und K.-B. Immisch, Serologische Studien mit Hilfe der «optischer 
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Verlag von Karl] J. Triibner in Strafburg. 
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Versuch V. 


1.) cem Serum, durch !estiindiges Erwarmen auf 60° inaktiviert, 
05 » Seidenpeptonlosung 10°), 
2,0 physiol. NaCl-Losung, 


2 a 4 3 6 / & I 4 


Versuch VI. 


1) cem Serum, 


Edestinpeptonlosung, 
physiol, NaCl-Losung. 


7 2 3 + 6 Gs 29-30 


Versuch VIL. 


com Serum, 
jo Gelatinepeptonlosung, 


physiol. NaCl-Losung. 


vet 


40° 


leit 
in Stunden 7 


Versuch VILL. 


1) Serum, 
Caseinpeptonlosung, 


physiol. NaCl-Losung. 
nSunkan t 3 = 9 2 2 23 M JO 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band LXIV, Tafel 4. 
Zu~EmilAbderhalden und k.-B. Immisch, Serologische Studien mit Hilfe optischen 
Methode> V.>. 


Verlag von Karl J. Triibner in Stratburg. 
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halten, die mit einander in Reaktion treten. Wir werden iiber 
diese Versuche spiiter berichten. 

Der zu den folgenden Versuchen verwendete Hund wog 
5300 g. Am 30. XI. 09 erhielt er 0,5 g reines, krystallisiertes 
Globulin aus Kiirbissamen subeutan. Am 1. XII. wurde Blut 
entnommen. Der mit dem Serum dieser Blutprobe ausgefiihrte 
Versuch (1) ergibt noch keine deutliche Spaltung des angewandten 
Seidenpeptons. Es lag dies zum Teil sicher daran, dab das in 
Suspension einverleibte Eiweif nur langsam zur Resorption 
gelangte. Am 3. XII. wurde die subcutane Zufuhr von 1 g 
Kiirbissameneiweil} wiederholt. Das am 4. XII. entnommene 
Blut diente zu den Versuchen II—III]. Am 8. XII. erhielt das 
Versuchstier 4,0 g Kiirbissameneiweif in 1 °/oo-Natriumcarbonat- 
ld6sung subcutan, und zwar wurde die nicht klare Losung in 
Portionen von je 2 g an zwei verschiedenen Stellen unter die 
Haut gespritzt. Am folgenden Tage zeigte das Tier St6rungen 
im Allgemeinbefinden. Die Freflust war herabgesetzt. Es 
wurde Blut entnommen. Am niichsten Tage hatte das Ver- 
suchstier sich wieder erholt. Das Serum des zuletzt entnom- 
menen blutes diente zu den Versuchen IV—VIII. Diese Versuche 
zeigen deutlich, dafi das Serum alle angewandten Peptone angriff. 
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Serologische Studien mit Hilfe der <optischen Methode>. 
VI. Mitteilung. 


Von 
Emil Abderhalden und A. Israél. 


Mit drei Tafeln. 


(Aus dem physiologischen Institut der tierarztlichen Hochschule, Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 19. Dezember 1909.) 


Bei dem folgenden Versuche wurde einem 6600 g schweren 
Hunde am 19. XI. Blut entnommen. Das nach dessen spon- 
taner Gerinnung abgeschiedene Serum spaltete Seidenpepton 
nicht. Dieser Befund steht in Ubereinstimmung mit den bis- 
herigen Resultaten. Serum vom normalen Hunde bewirkt keinen 
Abbau von Peptonen und von Proteinen. Nun wurden dem Ver- 
suchstier am 20. XI. 0,025 g Edestin in Form einer Suspension 
subcutan eingespritzt. Das Serum des am 25. XI. enthnommenen 
Blutes hatte auf Seidenpepton eine nur geringe Einwirkung. 
Wir wiederholten nunmehr die Zufuhr von Edestin. Am 25. XI. 
erhielt der Versuchshund 0,075 g Edestin und am 5. XII. 0,5 g 
Edestin. Am 6. XII. wurde Blut entnommen. Das aus ihm er- 
haltene Serum wurde zu den Versuchen I—IV verwendet. Es 
wurden alle angewandten Peptone abgebaut. 

Im Anschluf an diese Versuche haben wir auf die zu 
diesen Untersuchungen dienenden Peptone wechselnde Mengen 
von Hefeprebsaft einwirken lassen. Die Versuche V—XI ergeben 
die erhaltenen Resultate. Die einzelnen Kurven zeigen einen 
ganz dbnlichen Verlauf wie die durch Serum immunisierter 


Tiere gewonnenen. 
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Versuch [. 


cem Serum, 


Seidenpepton 
65 Kochsalzlosung. 
in Stunden 7 2 5 6 a TF 66 48 $2 
Versuch UL. 
cem Serum, 
» Edestinpeptonlosung, 
6 Kochsalzlosung. 
030°. 
mstunden 1 2 4 35 6 52 
Versuch Ul. 
1) com Serum, 
Caseinpeptonlosung, 
6,5 Kochsalzlosung. 
040% 
_ etwas 


Versuch TY. 


1) cem Serum, 
Gelatinepeptonlosung, 
65) Kochsalzlosung. 


Zeitin 2 3 4 45 46 «468 SZ 
Stunden 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band LXIV, Tafel 5. 
Zu «Emil Abderhalden und A. Israél, Serologische Studien mit Hilfe der optische: 


Methode) VIL. 


Verlag von Karl J. Triibner in Straiburg 
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Versuch 


1) com Hefeprebsaft, 


Seidenpeptonlosung (10°), 
3,0 Kochsalzlosung, 
05°. 
010° 
005° 
Zuin 4 2 3 6 § 6 8&8 GY 
Stungen 
Versuch VI. 
1) com Hefepretisatt, 
Wo Edestinlosung, 
hKochsalzlosung. 


5 20 28 


Versuch VII. 


10 cem Hefepretsaft, 


Caseinpeptonlésung, 
25 Kochsalzlosunge. 
+ + +- 
ot 
2 6 8&8 12 16 18 20 % 
Sturden 


‘oppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band LXIV. Tafel 6. 
Emil Abderhalden und A. Israél, Serologische Studien mit Hilfe der Optiscehen 
Methode>» VI.>. 


Verlag von Karl J. Triibner in Stratburg. 
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Versuch VILL 


ly) com HetepreBsatt, 


>) Gelatinepeptonlésung, 
25 Kochsalzlosung. 


Versuch IX. 


com Hefepretsatt, 


« Seidenpeptonlosuug (10°),), 
physiol. Kochsalzlosung. 
+0200 3 + + > 
\ 4 + > + + 4 


Versuch X, 


ho cem Hetfepretisatt, 


10 Edestinpeptonlosung (10"/,), 
yo physiol. Kochsalzlosung. 


2 3 4 6 7 16 20 hb 


Versuch Xi. 


com Heteprebsatt, 


1,0 Caseinpeptonlosung (10°), 
physiol. Kochsalzlosung. 
] 
-0£0% 
leit | 


lOppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band LXIV, Tafel 7. 
Emil Abderhalden und A. Israél, Serologische Studien mit Hilfe der optischen 
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Verlag von Karl J. Tribner in Stratburg. 
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Serologische Studien mit Hilfe der -optischen Methode-. 
VII. Mitteilung. 


Von 


Emil Abderhalden und J. G. Sleeswyk. 
Mit Tafeln. 


(Aus dem physiologischen Institute der tierarztlichen Hochschule, Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 19. Dezember 109.) 


Die folgenden Versuche beschiiftigen sich, wie ein Teil 
der vorhergehenden Mitteilungen, mit der Frage, ob nach paren- 
teraler Zufuhr eines bestimmten Proteins im Plasma Fermente 
aultreten, die ein fiir dieses Eiweif spezifisches Verhalten zeigen. 
Der zu diesen Untersuchungen verwendete Hund erhielt am 
25. November 09 0,5 g Casein (Hammarsten) aus Kuhmilch 
in 20 ccm Wasser suspendiert subecutan. Am 29. November 
wurde die Injektion wiederholt. Am 1. Dezember entnahmen 
wir Blut. Das aus dem spontan geronnenen blut ausgeprebte 
Serum diente zu den Versuchen J und la. Am 4. Dezember 
erhielt das Versuchstier wiederum 0,5 g Casein subeutan. Das 
am 6. Dezember entnommene Blut diente zu den Versuchen II 1 
und 4. Am 7. Dezember gaben wir 0,5 g Casein gelést in 
20 cem 1°/o0-Natriumcarbonatlésung subeutan. Am 10. Dezember 
wurde Blut entnommen. Mit dem Serum dieser’ Blutprobe 
fiihrten wir die Versuche HT und IV aus. Die parenterale Zufuhr 
von 0,5 g Casein gelést in NatriumearbonatlOsung wurde am 
13. Dezember wiederholt. Am 16. Dezember wurde Blut ent- 
nommen. Die mit dem Serum dieses Blutes ausgefiihrten Ver- 
suche ergaben wiederum positive Resultate (Kurven Va—V d). 

Versuch I zeigt schon eine recht deutliche Spaltung des 
angewandten Caseinpeptons. Lift man das Serum einige Zeit 
stehen, so nimmt seine Wirksamkeit rasch ab. Wie Versuch la 
zeigt, war das Serum nach 4 Tagen fast unwirksam. 
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Aus den Versuchen I] 1—II4 geht hervor, daf nach sub- 
cutaner Caseinzufuhr sowohl Caseinpepton, wie Seiden-, Edestin- 
und Gelatinepepton gespalten werden. Versuch Ila zeigt, dal 
nach dreitiigigem Stehen das Serum kaum noch spaltet. 

Die Versuche II] 1—4 ergaben denselben Befund mit allen 
Peptonarten, und ebenso gaben die Versuche IV 1 und IV2 und 
Va—Vd ein analoges Resultat. 

Iie vorliegenden Versuche bestiitigen die Tatsache, dah 
nach Zufuhr eines bestimmten Proteins — Casein — keine, 
nur fiir dieses spezifische Fermente im Plasma auftreten. Es 
wurden alle angewandten Peptonarten abgebaut. Ferner wurde 
festgestellt, dab die im Plasma auftretenden Fermente nach 
relativ kurzer Zeit nicht mehr nachweisbar sind. 


cot 
re 
vou 
¥ 
i 
A 
hs 


Versuch I. 
Serum, 
OD Caseinpeptonlosung (10°%), 
7 NaC l-Losung. 
non? 
030° 
040 
050° = 
060" 
f 2 6 7 9 0 12 16 {8 2 2 % 
Swnden 
Versuch La. 
jo cem Serum, 
Caseinpeptonlosung, 
7 Kochsalzlosung, 
040° 
| 
050° + + + + 
U Al 4 - 
Stunden 
Versuch IL 1. 
com Serum, 
> Caseinpeptonlosung (0°), 
7 Kochsalzlosung. 


detin f 2 3 6 8 DO 8 26 88 299 30 
Jfunden 
Versuch IL 2. 
Oo cem Serum, 
05 » Edestinpeptonlosung, 
7 Kochsalzlosung. 
0° 
015° 
itm 2 3 6 § 6 8 2 h 6 28 2 30 
Stunden 


Hoppe-Sevler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band LXIV, Tafel 8. 
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Verlag von Karl J. Triibner in Strabburg. 


ve 
x 
(Pe 
ah 


Versuch IL 3. 


0° 
0a 
doeem Serum, 
Seidenpeptonlosung, ar? 
Kochsalzlosung. 
ams? 1 
Stunden 
Versuch II 4. 
| 
C30P ‘ } 4 { i { 
he Gelatinepepton- 
losung, 050° 
kKochsalzlosung. 
060" 4 | 
Versuch ILa. 
0 30? 
Caseinpeptonlosung, 
7 Kochsalzlosung. 050" T 
in Stunden 7 6 7 8 23%, 
Versuch III 1. 
| | | 
com Serum, | | 
losung 
Kochsalzlosung. 
mSwadent? 2 3 6 7 G 0 2 & 


Zu 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. 


Band LXIV, Tafel 9. 


Hmil Abderhalden und J. G. Sleeswyk, Serologische Studien mit Hilfe der “Op- 
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tischen Methode VII... 


Verlag von Karl J. Triibner in Stratburg. 
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Versuch IV 2. 
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Serologische Studien mit Hilfe der <optischen Methode-. 
VIII. Mitteilung. 


Von 


Emil Abderhalden und Carl Brahm. 


Mit drei Tafeln. 


(Aus dem physiologischen Institut der tierarztlichen Hochschule, Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 19, Dezember 1909.) 


In einer Reihe von Versuchen ist gezeigt worden, dah 
nach parenteraler Zufuhr von Proteinen und von Peptonen im 
Plasma Fermente auftreten, die Peptone und auch Proteine 
abbauen. Diese Fermente erwiesen sich als nicht spezifisch, 
d. h. sie waren wohl auf Korper der Klasse der Proteine ein- 
gestellt, nicht aber auf ein einzelnes Protein resp. Pepton. Wir 
haben diese Versuche nun auch auf Kohlenhydrate ausgedehnt. 
In zahlreichen Versuchen konnte zuniichst nachgewiesen werden, 
dafi normales Serum vom erwachsenen Hunde weder Stiirke, 
Rohrzucker, Raffinose noch Milehzucker abbaut. Wurde dem 
Hunde parenteral Rohrzucker zugefiihrt, so trat nach Zusatz 
von Serum eines in dieser Weise vorbehandelten Hundes zu 
einer Rohrzuckerlésung ein im Laufe der Zeit stark zunehmende 
Anderung des Drehungsvermégens der Gesamtlésung auf. Die 
zuniichst stark positive Drehung nahm bestiindig ab und ging 
dann in eine Linksdrehung iiber. Offenbar war eine Spaltung 
des Rohrzuckers in Dextrose und Livulose erfolgt. 

Wahrend es bei den Versuchen mit Eiweifi und Peptonen 
stets gliickte, im Plasma Fermentwirkung zu erzeugen, ergaben 
sich bei den Versuchen mit Rohrzucker und mit Kohlenhydraten 
iiberhaupt Schwierigkeiten. Es zeigte sich, dai der Nachweis 
von Fermenten von verschiedenen Umstanden abhiingig ist. 
Nach wiederholten Injektionen von Rohrzucker erwies sich das 
Serum oft als vollstiindig inaktiv. Ferner verschwand das Ver- 
mogen, Rohrzucker zu spalten, bald nach der erfolgten Injektion. 
Bei den ersten Versuchen hatten wir unbewult stets die 
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richtigen Verhiltnisse getroffen. Die Resuitate waren eindeutig 
und stets positiv. Bei spiiteren Versuchen versuchten wir 
durch mehrere, aufeinanderfolgende Injektionen den Gehalt des 
Plasmas an rohrzuckerspaltenden Fermenten zu steigern. Das 
Serum erwies sich in diesem Fiillen als fast inaktiv, d. h. die 
Drehung fiel zuniichst und blieb dann fast konstant. Die gleiche 
Beobachtung machten wir, wenn wir das Blut liingere Zeit nach 
der erfolgten Injektion des Rohrzuckers entnahmen. Es liegt 
hier eine Liicke in unseren Versuchen vor, die wir erst aus- 
fillen kOnnen, wenn es uns gegliickt sein wird, den Abbau des 
Rohrzuckers nicht nur polarimetrisch, sondern durch die I[so- 
lierung der Spaltprodukte genau zu verfolgen. Erwiihnt sei 
noch, dali das Serum auch nach liingerem Erwiirmen auf 60° 
sich noch aktiv erwies. Es trat jedoch eine erhebliche Ab- 
schwiichung der Wirksamkeit ein. 

Die folgenden Kurven geben einen Uberblick tiber den 
Verlauf einiger Versuche. Vgl. Versuch I u. II. 

Das zu diesen Versuchen benutzte Versuchstier, eine 
schwarzweibe Spitzhiindin, wog beim Beginn des Versuches 
6000 g. Es wurde ihr am 5. X. 09 1 g Rohrzucker, in 10 cem 
Kochsalzlosung gelost, subeutan injiziert. Am 6., 7. und 8. X. 
erhielt das Versuchstier die gleiche Menge Rohrzucker subcutan 
und am Ltt. X. 2g Rohrzucker. Am 12. X. wurden 50 cem 
Blut entnommen. Mit dem Serum dieser Blutprobe wurde Ver- 
such I ausgefiihrt. Am 14. X. O9 erhielt die Hiindin 2 g Rohr- 
zucker in 10 eem physiologischer Kochsalzlésung, am 16. X. 
9g und ebensoviel Rohrzucker am 18. X. 09. Am 19, X. 
wurde Blut entnommen. Vel. hierzu Versuch Il. Dem gleichen 
Hund injizierten wir am 22. X. und 23. X. je 5g Rohrzucker. 
Mit dem am 2%. X. enthommenen Blut ist Versuch II] ausge- 
fiitrt. Versuch IV zeigt einen Inaktivierungsversuch. Das Serum 
wurde '/2 Stunde auf 60° erwiirmt. 

Erwithnt sei noch, dafi der Urin grobe Mengen von Rohr- 
zucker enthielt, und dai wir grobe Schwierigkeiten hatten, 
hiimoglobinfreies Serum zu erhalten. Bei allen Versuchen wurde 
das Serum stets verworfen, wenn es auch nur eine Spur von 
Hiimoglobin aufwies. 


4 
=¥ 
iki 


Serologische Studien mit Hilfe der <optischen Methode». VII 431 


Zu einem weiteren Versuche diente ein Terrier. Kérper- 
gewicht 7000 g. Er erhielt am 1., 3. und 6. XI. 09 10,0 g 
Rohrzucker subcutan. Das am 9. XI. entnuommene Blut ergab 
ein Serum, das den zugesetzten Rohrzucker nicht angriff. Am 
13. XI. und 14. XI. injizierten wir 5 g Rohrzucker. Das Serum 
des am 15. XI. entnommenen Blutes war aktiv, wie Ver- 
such V zeigt. 

Zu weiteren Versuchen verwendeten wir einen 11400 g 
schweren deutschen Pinscher. Er erhielt am 19. und 22. XI. O09 
& g Rohrzucker. Das am 23. XI. O9 gewonnene Serum erwies 
sich als inaktiv. Am 24. XI. verabreichten wir wieder 5 g 
Rohrzucker subcutan. Das Resultat war wieder voOllig negativ. 

Zu Versuch VI diente ein 7200 g schwerer Terrier. Er 
erhielt am 7. XIl. O9 abends 7 Uhr 5 g Rohrzucker subeutan. 
Am 8. XII. morgens 9 Uhr 30 Min. wurde Blut entnommen. 
Eine Spaltung war nicht zu beobachten. Die Injektion wurde 
am 8. XII. abends 7 Uhr wiederholt und zwar mit 10 g Rohr- 
zucker. Der Hund wog 5950 ¢g. Am 9. NII. wurde abends 
7 Uhr Blut entnommen. Das Serum erwies sich wiederum als 
inaktiv. Nun injizierten wir am 9., 10. und 12. XII. je 5 g Rohr- 
zucker. Mit dem am 13. XII. gewonnenen Serum ist der Ver- 
such VI ausgefiihrt. 

Wir haben noch eine gréfere Anzahl von derartigen Ver- 
suchen ausgefiihrt, um festzustellen, unter welchen Bedingungen 
sich das Auftreten von Fermenten konstant feststellen libt, 
jedoch bis jetzt ohne Erfolg. Bald war eine Spaltung nach- 
weisbar, bald blieb die Anfangsdrehung ganz konstant. Es sind 
auch Versuche mit Serum von normalen Hunden ausgefiihrt 
worden. Es zeigte sich in keinem Falle auch nur eine An- 
deutung einer Spaltung. Versuch VII zeigt ein Beispiel fiir 
einen solchen Kontrollversuch. 

In einer weiteren Reihe von Versuchen injizierten wir 
lsliche Stiirke subcutan. Ihre Losung reduzierte F ehlingsche 
Losung stark. Zu diesen Versuchen wurde ein brauner Bastard 
verwendet. Sein Gewicht betrug 12400 g. Er erhielt am &. X. 09 
1 g Starke, am 13. X. 2 g, am 14. X. 2 g und am 16. X. 1,5g 
Stirke subcutan. Am 19. X. wurde Blut entnommen. Vgl. Ver- 
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such VIII. Am 21. und 22. X. gaben wir wieder 2 g Stirke. 
Das Serum des am 24. X. entnommenen Blutes spaltete Rohr- 
zucker ganz erheblich. Vgl. Versuch IX. Beim !/2stiindigen 
Erwirmen auf 60° nahm das Spaltungsvermégen dieses Serums 
betrachtlich ab. Vgl. Versuch X. 

Wir haben endlich noch Versuche mit Raffinose, Milch- 
zucker und mit a- und §-Methylglukosid begonnen. Uber diese 
von Herrn Dr. Miihsam durchgefiihrten Versuche soll dem- 
nachst berichtet werden. 

Aus den vorliegenden Versuchen ergibt sich, dab 
nach subcutaner Zufuhr von «artfremden» Kohlen- 
hydraten — Rohrzucker, Stirke — und von Kohlen- 
hydraten, die «blutfremd» — Milchzucker — sind, d. h. 
die normalerweise nicht im Blut enthalten sind, das 
Plasma resp. Serum Eigenschaften annimmt, die vor 
den Injektionen dieser Kohlenhydratarten nicht nach- 
weisbar sind. Alles deutet daraufhin, dai Fermente 
auftreten, die die genannten Zuckerarten in ihre Kom- 
ponenten zerlegen. Wir haben auch hier gewissermafen 
eine in die Blutbahn verlegte «Verdauung». Dab der Organis- 
mus hierbei nicht imstande ist, die zugefiihrten Stoffe im vollen 
Umfange auszuniitzen, beweist der reichliche Ubertritt der ge- 
nannten Kohlenhydrate in den Harn. . 

Es wird unsere weitere Aufgabe sein, in exakter Weise 
festzustellen, ob tatsichlich eine Hydrolyse der genannten 
Kohlenhydrate unter der Einwirkung von Serum vorbehandelter 
Tiere eintritt. Ferner werden wir den Nachweis zu fiihren 
haben, ob es sich hier um spezifische, auf eine bestimmte 
Kohlenhydratart eingestellte Fermente handelt. Die bisherigen 
Ergebnisse ergeben keine Spezifizitat. 

Erwihnt sei noch, daf wir nach subcutaner Injektion von 
Aminosiuren bis jetzt noch keine auf Eiweif oder Peptone 
eingestellte Fermente im Serum nachweisen konnten. Bei Ein- 
fiihrung von Polypeptiden erhielten wir wechselnde Resultate. 
Wir kommen auf diese Versuche noch zuriick. 
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Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band LXIV, Tafel 12. 
Zu «Emil Abderhalden und Carl Brahm, Serologische Studien mit Hilfe der »optischen 
Methode» VIII». 
Verlag von Kar] J. Triibner in Strabburg. 
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Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band LXIV, Tafel 15. 
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Verlag von Karl J. Triibuer in Stratburg 
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Serologische Studien mit Hilfe der <optischen Methode». 
IX. Mitteilung. 


Von 
Emil Abderhalden und Ludwig Pincussohn. 


Mit vier Tafeln. 


(Aus dem physiologischen Institute der tierarztlichen Hochschule, Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 19. Dezember 1909.) 


Wir haben kiirzlich!) mitgeteilt, daf nach subcutaner 
Zufuhr von jodiertem Eiweif resp. jodiertem Seidenpepton im 
Plasma resp. Serum keine Fermente nachweisbar sind, die 
EiweiB resp. Peptone abbauen. Wir haben diese Versuche 
wiederholt. Das Resultat war stets negativ. Vgl. hierzu Ver- 
such 1 und fa. Zu Versuch I wurde ein 6050 g schwerer 
Hund verwendet. Er erhielt am 18. und 22. XI. je 5 ccm einer 
10°/oigen Lésung von jodiertem Seidenpepton. Am 24. XI. 
wurde Blut entnommen. Das Serum dieses Blutes spaltete weder 
Seidenpepton noch jodiertes Seidenpepton. Zu Versuch Ia 
diente ein 6700 g schwerer Hund. Er erhielt am 13. XII. 5 ecm 
einer 10°/oigen Lésung von jodiertem Seidenpepton subcutan. 
Am 16. XII. wurde Blut entnommen. 

Aus den Versuchen II und Ila geht hervor, dali die nach 
subcutaner Zufuhr von Seidenpepton resp. von Eiereiweif auf- 
tretenden Fermente jodiertes Seidenpepton auch nicht zu spalten 
vermogen. Zu Versuch 2 diente ein 11400 g schwerer Hund. 
Er erhielt am 13. XI. 5 ccm einer 10°/oigen Seidenpeptonlésung, 
am 15. XI. 10 eem und am 18. XI. 15 ecm der gleichen Lésung. 
Am 24. XI. wurde dann Blut entnommen. Versuch Ila ist mit 


‘) IV. Mitteilung. Diese Zeitschrift, Bd. LXIV, S. 100, 1910. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXIV. 29 
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dem zu den weiter unten erwaéhnten Versuchen VI, VII, VIII 
und IX verwendeten Serum ausgefiihrt worden. 

Wir haben ferner die Fiitterungsversuche mit reichlichen 
Mengen Eiereiweif fortgesetzt. Es lieB sich das friihere Re- 
sultat, dai die Art der Zufuhr von artfremdem EiweiB resp. 
von artfremden Peptonen in die Blutbahn ohne Einflu8 auf 
das Auftreten von Fermenten ist, bestitigen. Wie die Ver- 
suche III—V ergeben, spaltete das Serum von Hunden, die mit 
viel Eiereiweifi gefiittert worden waren, verschiedenartige Pep- 
tone. Es kommt also auch hier nicht zur Bildung von Fer- 
menten, die auf eine Eiweif- resp. Peptonart eingestellt sind. 

Der zu diesen Versuchen dienende Hund (6400 g Korper- 
gewicht) erhielt vom 6. XIJ.—9. XII. taglich das Eiweif von 
8 Kiern. Am 10. XII. wurde das Eiweifi von 15 und am 11. 
und 12. XIJ. das Eiweif von 12 Eiern verfiittert. Am 13. XII. 
erfolgte die Blutentnahme. 

Bei einem weiteren Versuche gaben wir einem 7900 g 
schweren Hunde am 13. XII. 5 ccm einer 5°/oigen Eiereiweil- 
ldsung subcutan. Am 15. XII. wurde Blut entnommen. Das 
daraus gewonnene Serum spaltete ebenfalls verschiedenartige 
Peptone. Vgl. Versuch VI—IX. 

Wir haben bereits mitgeteilt, daB das Kaninchenserum 
Glyeyl-l-tyrosin spaltet. Seidenpepton greift es ohne Vorbe- 
handlung nicht an, wenigstens konnte bisher eine deutliche 
Spaltung nicht festgestellt werden. Wir haben nun eine grofe 
Zahl von Tierspezies nach dieser Richtung untersucht. Ks er- 
gab sich, daB das Serum von ganz normalen Meerschweinchen 
nicht nur Glycyl-l-tyrosin (Versuch X) spaltet — im Reagenz- 
glas krystallisiert nach kurzer Zeit Tyrosin aus —, sondern 
auch die verschiedenen, bis jetzt untersuchten Peptone wurden 
angegriffen. Versuch XI—XVI. Im Meerschweinchenplasma 
resp. -Serum sind somit diejenigen Fermente, die beim 
Hunde erst dann auftreten, wenn art- und speziell blut- 
fremde Proteine resp. Peptone in die Blutbahn ge- 
langen, bereits normalerweise vorhanden. 

Vielleicht héngt diese Erscheinung mit dem reichen Kom- 
plementgehalt des Meerschweinchenserums irgendwie direkt oder 
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indirekt zusammen. Jedenfalls haben wir bei anderen Tier- 
arten noch kein so hohes Spaltungsvermégen gegeniiber Pep- 
tonen beobachtet. 

Im Anschluf an diese Versuche sei darauf hingewiesen, 
dali die Bence-Jonessche Albuminurie mit Hilfe der optischen 
Methode einer erneuten Bearbeitung unterzogen werden mub. 
Es ware von Interesse, zu erfahren, ob bei dieser Anomalie 
im Plasma resp. Serum Fermente vorhanden sind, die Proteine 
resp. Peptone spalten. Es ist wohl moéglich, daB die optische 
Methode auch zur Aufklérung mancher anderer Albuminurien 
dienen kann. Jedes blutfremde Eiweifi und jedes hohere Abbau- 
produkt der Proteine, das normalerweise dem Blut nicht an- 
gehort, fiihrt, wie unsere Versuche zeigen, zum Auftreten von 
bestimmten Fermenten. Umgekehrt muf die Anwesenheit von 
derartigen Fermenten im Blute uns einen Hinweis auf anormale 
Blutbestandteile geben. 

Nachtrag bei der Korrektur: Die von uns in Mit- 
teilung IV geschilderte stark verzégerte Gerinnung des Blutes 
im «anaphylaktischen» Stadium beim Hunde ist, wie wir nach- 
triglich erfahren haben, bereits von A. Biedl und R. Kraus 
(Experimentelle Studien tiber Anaphylaxie, Wiener klin. Wschr., 
Nov. 11. 1909) hervorgehoben worden. 


| 
| 
| 
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Weiterer Beitrag zur Kenntnis der partiellen Hydrolyse 
von Proteinen. 


Von 


Emil Abderhalden und Casimir Funk. 


(Aus dem physiologischen Institute der tierarztlichen Hochschule, Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 21. Januar 1910.) 


Emil Fischer und Emil Abderhalden!) haben darauf 
hingewiesen, daf die B-Naphthalinsulfoderivate von Polypeptiden 
insofern zur Aufklaérung der Struktur derartiger Verbindungen 
Verwendung finden k6énnen, als bei der totalen Hydrolyse die 
Naphthalinsulfogruppe mit derjenigen Aminosiure, an deren 
NH,-Gruppe sie gebunden ist, in Zusammenhang bleibt. Es labt 
sich so, wie das am Beispiel des Glycyl-alanins resp. Alanyl- 
glycins ausgefiihrt ist, die am Anfang der Polypeptidkette stehende 
Aminosiiure feststellen. 

Wir haben nun versucht, diese Methode zu erweitern. 
Findet sich im Molekiil eines Polypeptids resp. eines Peptons 
oder Eiweifikérpers Tyrosin, dann ist unter Umstanden die 
Moglichkeit gegeben, nicht nur die Stellung dieser Aminoséure 
im Molekiil zu charakterisieren, sondern eventuell noch die eines 
weiteren Bausteins. Dies ist z. B. der Fall, wenn das Tyrosin 
nicht am Anfang der Kette steht und das Phenolhydroxyl unbe- 
setzt ist. In diesem Fall erhilt man bei der Kuppelung eines 
Polypeptids, Peptons oder Proteins — angenommen, daf ein 
einheitliches Produkt vorliegt — mit B-Naphthalinsulfochlorid 
ein Dinaphthalinsulfoderivat. Die eine Gruppe sitzt an dem 
Hydroxyl des Tyrosins und die andere an der Aminogruppe 


‘) Bildung von Polypeptiden bei der Hydrolyse der Proteine. Be- 
richte der Deutsch. chem. Ges., Jg. XL, 8. 3544, 1907. 
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derjenigen Aminosiure, die am Anfang der Kette steht. Die 
folgenden Formeln veranschaulichen das eben Ausgefiihrte. Wir 
wiihlen als Beispiel ein aus den Aminosiuren Glykokoll, Alanin 
und Tyrosin bestehendes Tripeptid: 


1. Glycyl-alanyl-tyrosin. 


CH,(NH,) - CO - NH - CH(CH,)CO - NH - CH(CH, (COOH. 


OH 
es, 


2. Alanyl-glycyl-tyrosin. 


C 


| 
CH, CH(NH,)CO - NH- CH, CO NH CH(GH,)COOH. 
x 


3. Glyeyl-tyrosyl-alanin. 
CH,(NH,)- CO» NH: CH(CH,)CO - NH - CH(CH,)COOH 
x 


4. Alanyl-tyrosyl-glycin. 


CH, CH(NH,)- CO - NH- CH(CH,)CO - NH - CH, - COOH 
x | 
C 


a 
OHX 


Die Sterne bedeuten jedesmal die Stellen, an denen Naph- 
thalinsulfogruppen eintreten kénnen. Hydrolysiert man die vier 
angefiihrten, mit B-Naphthalinsulfochlorid gekuppelten Tripeptide 
durch zwei- bis dreistiindiges Kochen mit 10°/oiger Salzsiure, 
dann erhilt man in den einzelnen Fiillen ganz verschiedenartige 
Resultate. Das unter 1. angefiihrte Tripeptid miifte liefern: 
1. Alanin, 2. 8-Naphthalinsulfoglycin und 3. Mononaphthalin- 


OH x 

| 
| | 
G 
| 
| 

( 
OHx 
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sulfotyrosin. Das Tripeptid 2 ergibt: 1. Glykokoll, 2. B-Naph- 
thalinsulfoalanin und 3. Mononaphthalinsulfotyrosin. Das Tri- 
peptid der Struktur 3 liefert dieselben Spaltprodukte wie 1 und 
das Tripeptid 4 dieselben Abbauprodukte wie 2. Man wire 
somit imstande, von den genannten vier Strukturmoglichkeiten 
je zwei auszuschliefen. Ein ganz anderes Resultat wiirde man 
erhalten, wenn Tyrosin die Kette erdffnet: 


OHX 
1. Tyrosyl-glycyl-alanin. 


CH, CH(NH,)CO + NH- CH, - CO- NH. CH(CH,)COOH. 
x 


OH» 
2. Tyrosyl-alanyl-glycin. 


CH, - CHINH, - NH - CH(CH,) CO - NH - CH, - COOH. 

Bei der totalen Hydrolyse dieser beiden Tripeptide wiirde 
man und die freien Aminoséuren 
Glykokoll und Alanin erhalten. 

Findet man nach erfolgter Kuppelung eines Polypeptides 
oder eines Gemenges von Aminosaureketten, wie wir sie in den 
Peptonen und den Proteinen vor uns haben, bei der totalen 
Hydrolyse nur Mono-8-Naphthalinsulfotyrosin, dann ist, falls 
die so erhaltene Ausbeute an Tyrosinderivat dem Tyrosingehalte 
entspricht, bewiesen, dafi das gesamte Tyrosin eine freie Phenol- 
gruppe besitzt. Man wird in diesen Fallen die Vollstandigkeit 
der Kuppelung direkt am Verschwinden der Millonschen 
Reaktion feststellen kénnen. Ferner beweist das Fehlen von 
Dinaphthalinsulfotyrosin, daf das Tyrosin nicht am Anfang 
der Kette steht. 

Bei der totalen Hydrolyse derartiger Kuppelungsprodukte 
st6Bt man beim Versuche, die gebildeten Spaltprodukte zu 
isolieren, leicht auf Schwierigkeiten, besonders, wenn man von 
Gemischen, wie sie die Peptone und Proteine darbieten, aus- 
geht. In derartigen Fallen gelingt es durch Veresterung der 


“ig « 
Se 
: 
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Abbauprodukte, eine weitere Trennung herbeizufiihren. Es bilden 
nimlich nur die freien, d. h. keine Naphthalinsulfogruppe an 
der NH,-Gruppe besitzenden Aminosiuren Esterchlorhydrate, 
wenn man in der gewohnten Weise mit Alkohol und gasférmiger 
Salzséiure verestert. Die f-Naphthalinsulfoderivate geben — 
natiirlich mit Ausnahme des Mononaphthalinsulfotyrosins, das 
ja ebenfalls eine freie NH,-Gruppe besitzt — die freien Ester. 
Diese lassen sich von den Esterchlorhydraten durch Ausiithern 
abscheiden. Die Esterchlorhydrate der Aminosiiuren kann man 
dann in gewohnter Weise trennen und ihre Natur feststellen. 
Glykokollesterchlorhydrat wird man als solches direkt ab- 
scheiden und die Ester der tibrigen Aminosiiuren in Freiheit 
setzen, destillieren und dann verseifen. Das Mononaphthalin- 
sulfotyrosinesterchlorhydrat ist verhaltnisméfig leicht isolierbar, 
weil es im Gegensatz zu den Esterchlorhydraten der Amino- 
siuren in kaltem Wasser sehr schwer loslich ist. Man gewinnt 
so die ganze Gruppe der Bausteine, welche nicht am Anfang 
der Kette stehen. 
Die itherische Losung enthalt alle am Anfang der Kette 
sich befindenden Aminosiuren. 
Ein Beispiel mége die besprochenen Verhiltnisse klarlegen. 
Es sei das Tripeptid Glycyl-alanyl-tyrosin mit B-Naphthalin- 
sulfochlorid gekuppelt worden. Es entsteht folgendes Derivat: 
sh. 
C 
CH, NH- CH(CH,)CO - CH- CH, COOH. 
Bei der totalen Hydrolyse entstehen: 
1. C,,H,SO, -NH- CH,- COOH = £-Naphthalinsulfoglycin. 
Bei der Veresterung mit Alkohol und Salzséure erhilt man: 
C,,H,SO, NH- CH, - COOC,H,, d. h. den freien Ester. 
2. CH, CH(NH,)COOH = Alanin. 
Diese liefert bei der Veresterung den salzsauren Ester: 
CH, CH(NH,) - COOC,H,. 
HC] 


) 
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3. -SO,-0 
| 

CH, CH(NH,)COOH. 
Die Veresterung ergibt hier ebenfalls ein salzsaures Salz: 


CH, - CH(NH,) - COOC,H,. 


HCl 

Wir gingen bei unseren Untersuchungen zuniachst von 
Glycyl-l-tvrosin aus und stellten das B-Naphthalinsulfoderivat 
dieses Dipeptids dar. Es gelang uns nicht, dieses Praparat zur 
deutlichen Krystallisation zu bringen. Bei der totalen Hydro- 
lyse erhielten wir B-Naphthalinsulfoglycin und das noch unbe- 
kannte Mononaphthalinsulfotyrosin. Wir wollen vorlaufig 
dasjenige Mononaphthalinsulfoderivat des Tyrosins, das die 
6-Naphthalinsulfogruppe an der Phenolgruppe tragt, als I be- 
zeichnen. Es ist niimlich ein zweites Mononaphthalinsulfoderivat 
des Tyrosins méglich. Es kann bei freiem Hydroxyl die Amino- 
gruppe besetzt sein. Dieses Derivat, das wir als II bezeichnen 
wollen, wird sich von dem ersteren (I) abgesehen von den 
verschiedenen Eigenschaften einmal dadurch unterscheiden, dah 
es Millons Reaktion gibt und ferner bei der Veresterung kein 
Chlorhydrat, sondern direkt den freien Ester liefert. Wir haben 
auch dieses zweite Mononaphthalinsulfotyrosin dargestellt. 

Wir gingen dann dazu tiber, Seidenpepton mit B-Naph- 
thalinsulfochlorid zu kuppeln und das Reaktionsprodukt total 
abzubauen, um die im Eingang erwiihnte Methode an einem 
Beispiel zu priifen. Wir fanden unsere Erwartungen bestiatigt. 
Esistuns gegliickt, MononaphthalinsulfotyrosinI, B-Naph- 
thalinsulfoalanin, Glykokoll und Alanin zu isolieren. 
Wir erhielten keine Spur von Dinaphthalinsulfotyrosin. Alanin 
findet sich nach unserem Befunde wenigstens zum Teil am 
Anfang der Kette. 

Es sind im hiesigen Institute bereits Untersuchungen im 
Gange, um einesteils die allgemeine Anwendbarkeit dieser Me- 
thode zu priifen und ferner eine mOdglichst quantitative Durch- 
fiihrung derselben auszuarbeiten. Wir haben auch andere Deri- 
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vate dargestellt. Wir hoffen ferner, den Nachweis von Amino- 
siuren und von komplizierteren Produkten im Urin durch die 
Anwendung der Estermethode kombiniert mit der Darstellung 
von Derivaten erleichtern zu kénnen. 


Experimenteller Teil. 


1. B-Naphthalinsulfoderivat des Glycyl-l-tyrosin. 
0 - SO,C,,H, 
CH, - CH - COOH 
| 
NH: CO- CH, - NH-50,C,,H,. 


6 g Glycyl-l-tyrosin wurden in 50,4 eem n-Natronlauge ge- 
lést und mit 22,8 6-Naphthalinsulfochlorid (in iéitherischer 
Lésung) 3 Stunden geschiittelt. Jede Stunde wurden 35 ccm 
n-Natronlauge zugefiigt. Nach dem Ansiiuern mit Salzsiure 
fallt das Produkt direkt aus. Rohausbeute 17,8 g. Zur Reini- 
gung wurde das Derivat in 150 ccm n-Natronlauge geldést, die 
Loésung filtriert, in Kaltemischung gestellt und nun die iquiva- 
lente Menge n-Salzsiure tropfenweise zugesetzt. Die entstehende 
weife Fillung wurde abgenutscht und zur Entfernung des Koch- 
salzes so lange mit Wasser ausgewaschen, bis im Filtrat kein 
Chlor mehr nachweisbar war. Die Ausbeute an reinem Pro- 
dukt betrug 14,2 g. 

Die Verbindung ist in Wasser sehr schwer loslich, leichter 
léslich in Chloroform und daraus mit Ather fiillbar. Sie gibt 
mit Millons Reagens keine Rotfirbung. Sie sintert bei 90° 
und zersetzt sich unter Aufschiumen bei 110°. Zur Analyse 
wurde die Substanz im Vakuum bei 65° getrocknet. 

0,1872 g Substanz lieferten 0,4094 g CO, und 0,0716 g H,0; 

0,3446 » > brauchten 11,4 cem ®/10-H,SO, ; 

0.2534 » > lieferten 0,1936 g BaSQ,. 


Berechnet fiir C,,H,,0,N,S, (618,3): 
60,15 %Jo C, 4.23% H, N, 10,37 S. 


Gefunden: 
59,64 %o C, 4,24°/o H, 4,63 N, 10,04%o S. 
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Hydrolyse des B-Naphthalinsulfoderivats von 
Glycyl-l-tyrosin. 


2 g des Produktes wurden mit 20 ccm 10°/oiger Salzsiéure 
3 Stunden am RiickfluBkiihler gekocht. Das ausgefallene Ol 
wurde durch Kochen mit Wasser in eine in heiBem Wasser lés- 
liche und eine darin unldsliche Fraktion geteilt. Aus dem in 
heiBem Wasser léslichen Teil wurden 0,4 g B-Naphthalinsulfo- 
glycin (sintert bei 135, schmilzt bei 159°) isoliert. Der in Wasser 
unlésliche Teil wurde in Alkohol gelést, die Lésung mit viel 
Wasser versetzt, der Alkohol durch Erhitzen weggejagt und 
die wiisserige Loésung im Vakuum eingeengt. Der Riickstand 
wurde in Eisessig gelist und mit Ather gefiallt. Das Produkt 
(0,95 g) erwies sich als Mono-p-Naphthalinsulfo-tyrosinchlor- 
hydrat. Es gibt keine Rotfarbung mit Millons Reagens. Es 
sintert bei 100° und schmilzt unter Zersetzung bei 170°. 

0,1702 g Substanz lieferten 0,3533 g CO, und 0,0729 ¢ H,0; 


(0),2042 » > brauchten 5,5 cem ®/10-H,SO,. 
Berechnet fiir C,,H,,O;NSCl = 407,7: 55,92%o C, 4,43%o H, 3,43%o N. 
Gefunden: 56,60%o C, 4,75% H, 3,77%o N, 


Viel bessere Ausbeuten und veinere Produkte werden bei 
Anwendung der Estermethode erzielt. 

5 g des f-Naphthalinsulfoderivats von Glycyl-l-tyrosin 
wurden mit 50 cem 10°/oiger Salzséure 3 Stunden gekocht. 
Die Fliissigkeit wurde im Vakuum zur Trockene verdampft und 
der Riickstand mit Alkohol und gasfoérmiger Salzsaéure verestert. 
Die veresterte L6sung wurde im Vakuum zur Trockene einge- 
engt, der Riickstand siedend mit Ather extrahiert. Die dthe- 
rische Lésung wurde eingedampft, der Riickstand in wenig 
Alkohol gelést und in eiskaltes Wasser eingegossen. Der B-Naph- 
thalinsulfoglycinathylester (1,5 g) fiel direkt in Nadeln aus. Zur 
Analyse wurde das Produkt in derselben Weise umkrystallisiert 
und im Vakuum iiber Schwefelséiure getrocknet. Ausbeute an 
reinem Produkt 1,0 g. Schmelzpunkt 74° (korr.). 

0,1882 g Substanz brauchten 6,6 ccm 4/10-H,SO, zur Neutralisation. 


Berechnet fiir C,,H,,O,NS = 293,2: 4,77°/o N. 
Gefunden: 4,90 °jo 
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Der Riickstand nach Extraktion mit Ather betrug 3,5 g. 
Er bestand aus 
hydrat (dasselbe Produkt wurde bei der Hydrolyse von Seiden- 
pepton erhalten, s. unten). Die Substanz wurde in wenig Alkohol 
gelést und die Lésung vorsichtig mit Ather versetzt, wobei das 
Produkt in Blittchen auskrystallisiert. In heibem Wasser lost 
es sich und fillt beim Erkalten wieder aus. Millons Probe 
negativ. Sintert bei 190° und schmilzt gegen 195°. Zur Ana- 
lyse wurde die Substanz im Vakuum bei 65° getrocknet. 

0,1796 g Substanz lieferten 0,3756 g CO, und 0,0827 g H,O; 
0,2572 » » brauchten zur Neutralisation 6,1 ccm ®/10-H,SO,, 
0,1816 » > lieferten 0,0975 BaSO. 
Berechnet fiir C,,H,,O,NSC] = 435,7: 
57,83 %o C, 5,08%o H, 3,21%o N, 7,36 % S. 
Gefunden: 
57,03 C, 5,11 H, 3,32°%o N, 6,97 S. 

Zur Kontrolle wurde das Di-B-Naphthalinsulfotyrosin, das 
nach der iiblichen Methode dargestellt worden war, 3 Stunden mit 
10°/oiger Salzsiiure gekocht, um zu sehen, ob die B-Naphthalin- 
sulfogruppe am Phenolhydroxyl abgespalten wird. Die Naph- 
thalinsulfoverbindung konnte unverandert und quantitativ wieder 


gewonnen werden. 


2. B-Naphthalinsulfoderivate aus Seidenpepton. 


10 g Seidenpepton wurden in n-Natronlauge gelést, mit 
15 g B-Naphthalinsulfochlorid (in Ather) und 66 ccm n-Natron- 
lauge (jede Stunde 22 ccm) 3 Stunden geschiittelt. Die wiisserige 
Lésung (Wiederholen des Prozesses nach erneutem Zusatz von 
8-Naphthalinsulfochlorid verbessert die Ausbeute nicht erheblich) 
wurde darauf abgetrennt und mit Salzséure angesiiuert, wobei 
ein Ol ausfiel. Die Lisung wurde vom Ol abdekantiert und 
das letztere mit 100 ccm 10°/oiger HCl 3 Stunden hydrolysiert. 
Die direkte Isolierung der Spaltungsprodukte ist nicht gegliickt, 
deshalb wurde auch hier die Estermethode angewandt. 

Die Fliissigkeit wurde im Vakuum zur Trockene einge- 
engt und der Riickstand mit Alkohol und gasférmiger Salz- 
sdure verestert. Die veresterte Lésung lieferte nach erfolgtem 
Impfen 0,2 g Glykokollesterchlorhydrat (Schmelzp. 144°). Das 
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Filtrat davon wurde zur Trockene eingeengt, der Riickstand 
mit eiskaltem absolutem Alkohol aufgenommen, wobei 0,5 g_ 
Glykokollesterchlorhydrat (Schmelzp. 144°) zurtickblieben. Das 
Filtrat davon wurde neuerdings zur Trockene eingeengt und 
der Riickstand mit Ather heif extrahiert. 

Der atherische Auszug wurde eingeengt, der Riickstand 
mit Alkohol aufgenommen und in eiskaltes Wasser gegossen. 
Es schied sich B-Naphthalinsulfoalaninathylester aus. Die Aus- 
beute an Rohprodukt betrug 0,9 g. Nach dem Umkrystallisieren 
aus Alkohol und Zusatz von Wasser verblieben 0,5 g. Zur 
Analyse wurde das Produkt bei 90° im Vakuum getrocknet, 
wobei es 6lig wird, um beim Erkalten wiederum zu erstarren. 
Schmelzpunkt 95°. 

O.1823 Substanz brauchten zur Neutralisation 6,7 ccm /10-H,SQ,. 
Berechnet fiir C,,H,,O,NS = 307,2: 4,56 %/o N. 
Gefunden : 4,76 %/o N. 

Der Riickstand nach Extraktion mit Ather bestand aus 
einem Gemisch von Alaninesterchlorhydrat und Mono-f-Naph- 
thalinsulfotyrosiniithylesterchlorhydrat. Diese beiden Substanzen 
lassen sich durch ihre Loslichkeit in Wasser trennen. Das Ge- 
menge wurde in heibem Wasser gelést, wobei das Tyrosin- 
derivat beim Erkalten als Ol ausfiillt. Dies wiisserige Filtrat 
wurde eingedampft und nochmals verestert und die Lésung 
wieder eingedampft. Der Rtickstand wurde in Alkohol geloést 
und mit Ather gefillt. Es wurden auf diese Weise 0,8 g Alanin- 
iithylesterchlorhydrat isoliert. (Zersetzungspunkt 160°.) Das 
oben erwiihnte, in kaltem Wasser sehr schwer loisliche Ol 
wurde ebenfalls nochmals verestert, die alkoholische Lésung 
eingedampft, der Riickstand in wenig Alkohol gelést und mit 
Ather vorsichtig bis zur Triibung versetzt. Das auskrystallisierte 
Produkt (0,4 g) stimmte in allen Eigenschaften mit dem bei 
der Spaltung des B-Naphthalinsulfoderivates des Glycyltyrosins 
erhaltenen 
iiberein. Es sintert bei 190°, schmilzt bei 195°. Beim Vermischen 
mit dem aus Glyecyltyrosin erhaltenen Produkt anderte sich der 
Schmelzpunkt nicht. Mit Millons Reagens wurde keine Rot- 
fiirbung erhalten. Zur Analyse wurde die Substanz bis 65° im — 
Vakuum getrocknet. 
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0,1388 g Substanz lieferten 0,2930 g CO, und 0,0666 g H,0. 
Berechnet fiir C,,H,,O;NSC] = 435,7: 57,83°o C und 5,08°%/o H. 
Gefunden : 57,57 °/o C und 5,33°%/o H. 


3. II. 
OH 


CH, - CH- COONa 


NH 

Beim Versuche, das bei der Spaltung des p-Naphthalin- 
sulfoderivates des Glycyl-l-tyrosins und des Seidenpeptons er- 
haltene Mono-f-Naphthalinsulfo-tyrosin I synthetisch darzustellen, 
erhielten wir ein Mononapthalinsulfoderivat des Tyrosins mit ganz 
anderen Eigenschaften. Es erwies sich als das an der Amino- 
gruppe gekuppelte Derivat. 

5 g Tyrosin wurden in 2 Molekitilen Natriumithylat gelost 
und die Liésung mit absolutem Ather gefiillt. Das auf diesem 
Wege erhaltene Tyrosinnatrium (6,7 g) wurde in Alkohol ge- 
lést und mit 7,4 g (1 Mol.) 8-Naphthalinsulfochlorid (in Ather 
geldst) 3 Stunden geschiittelt. Nach dem Abfiltrieren des Nieder- 
schlages (5,3 g des unverdnderten Tyrosinnatriums) wurde die 
Lésung im Vakuum eingeengt, wobei der Riickstand krystal- 
linisch erstarrte. Zur Entfernung von tiberschiissigem B-Naph- 
thalinsulfochlorid wurde die Masse zweimal mit heigem Ather 
extrahiert und der Riickstand auf einer Tonplatte getrocknet. 
Ausbeute 5,7 g. Das Produkt wurde durch Lésen in Alkohol 
und Versetzen der alkoholischen Lisung mit Ather umkrystal- 
lisiert. Ausbeute an reinem Produkt 5,0 g. Das Na-Salz sintert 
bei 150° und zersetzt sich gegen 175°. Millon positiv. Zur 


Analyse wurde die Substanz im Vakuum bei 65° getrocknet. 
0,1763 g Substanz lieferten 0,3728 g CO, und 0,0642 g H,O, 
0,1912 » > brauchten 4,6 cem 1/10-H,SO,, 

0,2154 » » lieferten 0,0396 g Na,SO,, 
0,2178 » > > 0,1286 » BaSQ,. 
Berechnet fiir C,jH,,O,NSNa = 393,2: 
57,98 C, 4,09°/o H, 3,56%o N, 8,15°/o S, 5,84°%o Na. 
Gefunden: 
57,67 C, 4,03 °/o H, 3,36 °%o N, 8,10°%o S, 5,61°/o Na. 
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Von diesem Na-Salz wurde 1g mit Alkohol und gas- 
formiger Salzsiure verestert. Die Lésung wurde im Vakuum 
eingeengt, der Rtickstand in wenig Alkohol gel6ést und die alko- 
holische Lésung vom Kochsalz abfiltriert. Aus dem Filtrat 
wurde der Alkohol abdestilliert und der Riickstand mit Ather 
gekocht, wobei der Mono-f-Naphthalinsulfotyrosinathylester sich 
analysenrein abschied. Im Vakuum bei 65° getrocknet. Aus- 
beute 0,5 g. Triibe Schmelze bei 140°, klar bei 143°. 

0,1665 g Substanz lieferten 0,3840 g CO, und 0,0730 g H,0. 

Berechnet fiir C,,H,,O,NS = 399,3: 63,11°/o C, 5,30°/o H. 

Gefunden: 62,89 °jo C, 4,87 H. 

Die Verbindung gab mit Millons Reagens Rotfarbung. 
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Zur Kenntnis der Glutaminsaure und der Pyrrolidon- 
carbonsdaure. 


Von 


Emil Abderhalden und Karl Kautzsch. 


(Aus dem physiologischen Institute der tierarztlichen Hochschule in Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 22, Januar 1910.) 


Fiir den Aufbau des Chlorophylls im Pflanzenreiche und 
des Hamatins im Tierreiche diirfte, wie wiederholt vermutet 
worden ist, die Glutaminsaure resp. deren Umwandlungsprodukt, 
die Pyrrolidoncarbonsiiure, als eine der Grundsubstanzen in 
Betracht kommen. Der auffallend hohe Gehalt mancher Pflanzen- 
eiweiBstoffe an Glutaminsiiure ist jedenfalls nicht ohne Be- 
deutung. Es schien uns lohnend, die Frage nach der Hiimo- 
globin- resp. der Haimatinbildung im tierischen Organismus von 
diesem Gesichtspunkte aus erneut in Angriff zu nehmen. Als 
Vorstudium zu dieser Arbeit haben wir eine Anzahl von Salzen 
der Glutaminséure dargestellt und von diesen das Calciumsalz 
durch Erhitzen in das pyrrolidoncarbonsaure Salz iibergefiihrt. 
Hierbei machten wir die Beobachtung, daB der gebildete Ring 
mit Saure oder Alkali leicht aufspaltbar ist. Dieser Befund 
ergibt die Méglichkeit, daB im Eiwei®molekil Pyrrolidoncarbon- 
sdure vorkommt. Bei der Hydrolyse der Proteine mit Séuren 
oder Alkalien entgeht sie natiirlich der Beobachtung, weil aus ihr 
unter diesen Bedingungen Glutaminsaure entstehen kann. Es wird 
unsere Aufgabe sein, zu verfolgen, ob beim fermentativen Abbau 
von Eiweifstoffen ausschlieBlich Glutaminsaure auftritt, oder 
ob neben dieser Aminosiiure auch Pyrrolidoncarbonsiure vor- 
kommt. Selbstverstiindlich ist auch die Méglichkeit nicht aus- 
geschlossen, daB die Glutaminsiiure iiberhaupt ein sekundires 
Spaltungsprodukt darstellt. Fufend auf unseren Erfahrungen, 
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werden wir bei der Aufarbeitung eines Verdauungsgemisches 
alle Bedingungen zu vermeiden haben, welche zu einer Auf- 
sprengung des Pyrrolidonringes fiihren kénnten. Es sind im 
hiesigen Institut auch Versuche im Gange, Polypeptide auf- 
zubauen, an deren Zusammensetzung Pyrrolidoncarbonsiure 
beteiligt ist. Die Eigenschaften derartiger Verbindungen sollen 
uns einen Anhaltspunkt fiir die Aufarbeitung der bei der 
partiellen Hydrolyse von an Glutaminsaure reichen Proteinen 
entstehenden Spaltprodukte geben. 


Wir haben folgende Salze dargestellt: 


1. Einbasisches glutaminsaures Natrium: 
CHNH, 


cu, 
2. Einbasisches glutaminsaures COO —Ca—00C 
Calcium: CHNH, NHHG 
CH, 
a, 


| | 
COOH  HOOC 


Dieses Salz wurde durch Erhitzen auf  H,G— CO 
180° unter Verlust von 2 Mol. Wasser in das HAC ‘ 
pyrrolidoncarbonsaure Calcium tiber- 
gefiihrt : 


| 
H,C — NH 
Daf in der Tat Pyrrolidoncarbonsaure entstanden war, 


wurde durch deren Darstellung bewiesen. Wird das gebildete 
pyrrolidoncarbonsaure Calcium mit tiberschiissiger Salzsaure 


< 
COO. 
COO 
CH 
HCG CO 
q 
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versetzt, das Gemisch eingedampft und die freie Saure vom 
entstandenen Chlorcalcium getrennt, dann erhalt man Glutamin- 
siure resp. deren salzsaures Salz. Wird dagegen die berech- 
nete Menge Salzsiiure genommen, dann gewinnt man die Pyrro- 
lidoncarbonsaure. 


3. Einbasisches glutaminsaures Baryum. (00, 
4. Zweibasisches glutaminsaures Kupfer: CHNH,\ 


CH, 
COO” 

Ferner haben wir noch das Kalium- und das Bleisalz 
dargestellt. Versuche, ein Eisensalz zu gewinnen, schlugen fehl. 

Zum Vergleiche gewannen wir ferner das einbasische 
Calcium- und das zweibasische Kupfersalz der Aspara- 
ginsdure. 

Glutaminsaure Salze sind in der Literatur wiederholt be- 
schrieben worden. So hat Scheibler’) ein zweibasisches Cal- 
ciumsalz beschrieben (Analysen fehlen), ferner fiihrt Haber- 
mann?) ein Calciumsalz von der Formel C,H,NO,Ca an, das er 
durch Einwirkung von Calciumcarbonat auf die siedende Losung 
der Séure gewonnen hat. Habermann hat ferner das einbasische 
Natriumsalz, das zweibasische Silber-, Baryum- und Ammonium- 
salz, C,H,NO,(NH,),, dargestellt. Letzteres geht nach Haber- 
manns Angaben beim Erhitzen auf 110—115° in das ein- 
basische Salz tiber. Auch Ritthausen*) macht Angaben iiber 
Salze der Glutaminsdure. Ein Kupfersalz der Glutaminséure 
wurde u. a. von Hofmeister‘) beschrieben. 


‘) C. Scheibler, Untersuchungen iiber die Glutaminsiure, Ber. der 
Deutsch. chem. Gesellsch., Bd. XVII, S. 1728 (1884). 

*) J. Habermann, Zur Kenntnis der Glutaminsdure, Liebigs 
Annalen, Bd. CLXXIX, S. 248 (1875). 

5) Ritthausen, Asparaginsdure und Glutaminsiure, Zersetzungs- 
produkte des Legumins und Conglutins beim Kochen mit Schwefelsiure, 
Journ. f. prakt. Chemie, Bd. CVII (1869), S. 218. 

*) Franz Hofmeister, Beitrige zur Kenntnis der Amidoséuren, 
Liebigs Annalen, Bd. CLXXXIX, S. 22 (1877). 
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Experimenteller Teil. 


Die zu den folgenden Untersuchungen verwendete Gluta- 
minséure war in gewohnter Weise aus Kleber dargestellt 
worden. 

Wir beobachteten wiederholt, daS der Schmelzpunkt 
des reinen Glutaminsiiurechlorhydrates etwas hoher liegt, als 
bisher in der Literatur angegeben worden ist (F. ca. 193°). 
Das reine Praparat schmilzt bei ca. 202° mit Zersetzung; etwa 
5° vorher tritt Erweichung ein. Bei schnellerem Erhitzen 
schmilzt die Substanz bei ca. 210°. Die Bestimmung der 
spezifischen Drehung ergab fiir [a]>” = + 25,0°; auf die freie 
Glutaminséiure umgerechnet, ergibt sich daraus: = 31,2°. 

Auch fiir den Schmelzpunkt der freien Glutaminsdure ist 
gegeniiber den friiheren Angaben eine kleine Korrektur vor- 
zunehmen. Sie schmolz bei 221—222° unter Aufschaiumen 
(korr. 224—225°), nachdem einige Grade vorher Erweichung 
eingetreten war. 


1. Einbasisches glutaminsaures NatriumC,H,O,NNa. 


5 g Glutaminsiiure wurden mit 6,80 ecem 5<n-NaOH 
(= 1 Mol.) auf dem Wasserbad erwarmt, wobei Lésung ein- 
trat. Nach Zusatz einiger Kubikzentimeter Alkohol fand Ol- 
abscheidung statt. Nach Eintragen der Fliissigkeit in 50 ccm 
Methylalkohol entstand eine weife, halbfeste Fallung, die beim 
Belassen im Vakuum-Exsikkator bald fest wurde. Durch Lésen 
in Wasser und etwas Methylalkohol und darauffolgendes Eintragen 
in das halbe Volumen Methylalkohol wurde das Salz umgelost. 
Die Substanz erwies sich als sehr hygroskopisch. Nach 
iiber 2 woéchentlichem Belassen im Exsikkator tiber Schwefel- 
siiure war sie noch nicht zur Gewichtskonstanz gebracht. Sie 
enthielt noch 2,0°/o Krystallfliissigkeit, die sie beim Trocknen 
bei 100° bald verlor. 
0,3275 g Substanz, bei 100° getrocknet, gaben mit Schwefelsdure 
abgeraucht 0,1362 g Na,SQ,. 
Berechnet fiir C,H,O,N Na: Gefunden: 
Na = 13,61 %o 13,47 %o. 
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Beim Erhitzen auf 160—170° ging das Salz in eine braune, 
glasige Masse tber; 


0,3324 g Substanz, bei 100° getrocknet, verloren 0,0368 g, d. i. 11,0°/o 
Der sich beim Ubergang von glutaminsaurem Natrium in das 
pyrrolidoncarbonsaure Salz berechnende Wasserverlust betrigt 11,7° 0 


Das glutaminsaure Natrium krystallisiert aus einem Ge- 
misch von Methylalkohol und Wasser in kleinen tafelartigen 
Krystallen. Sie sind nur sehr schwer léslich in Alkohol, dagegen 
spielend léslich in Wasser. 

Ein Versuch, durch Einwirkung von 2 Molekiilen Natron- 
lauge zum normalen glutaminsauren Dinatriumsalz zu gelangen, 
lieferte keine feste Abscheidung. 


2. Einbasisches glutaminsaures Calcium (C,H,O,N),Ca. 
Darstellung : 


a) Mit CaCO,: 7,35 g Glutaminsaure, in heifem Wasser 
geldst, wurden mit mehr als der fiir '/2 Mol. berechneten Menge 
CaCO, in der Hitze versetzt. Vom _ iiberschiissigen Carbonat 
wurde abfiltriert und die Lésung in etwa das 3fache Volumen 
Methylalkohol eingetragen, wobei eine schéne weife Fillung 
entstand. Die Substanz wurde bei 100° getrocknet. Ausbeute 8 g. 

b) Mit Ca(OH),: Glutaminsdure, in heifem Wasser ge- 
lost, wurde mit 1 Molekiil Kalk unter Erwiirmen vermischt. 
Es zeigte sich, dai auch hierbei nur die fiir !/2 Molekiil Kalk 
berechnete Menge in Reaktion getreten war. Ein Anteil des 
iiberschtissigen Kalkes war direkt ungeldst geblieben. Das Fil- 
trat gab mit zirka dem doppelten Volumen 95°/oigen Alkohols 
eine weife Fallung. Aus der wisserigen Lésung derselben 
konnte durch Einleiten von CQ, in der Hitze noch der weitere 
Anteil des Calciumcarbonats abgeschieden werden. Das Filtrat 
gab dann mit Methylalkohol eine weife, sich leicht zusammen- 
ballende Fallung des einbasischen Calciumsalzes. 

Das Salz lief sich nur langsam bei 100° bis zur Kon- 
stanz trocknen. 


0,2608 g Substanz, bei 100° getrocknet, gaben, mit Schwefelséure abge- 
raucht, 0,1062 CaSQ,. 
0,2098 g Substanz, bei 100° getrocknet, gaben 15,3 ccm N bei 15° u. 758 mm. 
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Berechnet fiir (C;H,O,N),Ca: Gefunden : 
Ca = 12,04°/o 11,98 °/o 
N = 8,43°%o 8,52 


0.3562 g Substanz, 20 Tage an der Luft belassen, verloren beim 
Trocknen bei 100° 0,052 g. 

Berechnet fiir (C,H,O,N),Ca- 3 H,0: Gefunden : 
3H,O = 14,60%o 14,82 %o, 

Das Calciumsalz konnte selbst beim langsamen Abdunsten 
der wiisserigen Lésung im Vakuum-Exsikkator nur amorph — 
in farblosen lamellenartigen Gebilden — erhalten werden. Es 
ist leicht léslich in Wasser, dagegen kaum loslich in 95°/oigem 


Alkohol. 
Verhalten des glutaminsauren Calciumsalzes beim Erhitzen. 

Die bei 100° getrocknete Substanz erlitt beim Erhitzen 
auf 180—185° einen fiir 2 Molekiile Wasser berechneten Ver- 
lust, der mit dem Ubergang des glutaminsauren Calciumsalzes 
in pyrrolidoncarbonsaures Calcium!) tibereinstimmt. 

3.9003 g Substanz, bei 100° getrocknet, verloren bei 180/185° = 0,4136 g. 
Berechnet fiir (C,H,O,N),Ca — 2 H,O: Gefunden : 
2H,O = 10,85°/o 10,60 °/o. 

Das etwas gelblich gefiirbte, erhitzte Calciumsalz wurde 
fiir die Analyse durch Umlésen in wiisserigem Athylalkohol 
oder Methylalkohol gereinigt. 

I], 0.2247 g Substanz, bei 100° getrocknet, gaben 0,1003 g CaSQ,. 


0.3013 » > ergaben, nach Kjeldahl bestimmt, 9,39°o N 
(gebraucht 20,20°/o ”/10-H,SOQ,). 
Il. 01012 » » einer Probe des auf ca. 150° erhilzten glutamin- 
sauren Ca-Salzes gaben 0,0468 g CaSQ,. 
Berechnet fiir (C;H,O,N),Ca: Gefunden: I. 
Ca = 13,13°%o =13,60°o 
N = 9,46°%o 9,39 °/o. 


Beim Erhitzen des Calciumsalzes im Kapillarrohr findet 
bei 260° Sintern und stirkere Briiunung statt. 


Zerlegung des erhitzten Calciumsalzes mit der berechneten Menge 
n-Salzsaure. 


Wurde die wiisserige Lésung des auf 185° erhitzten Cal- 
ciumsalzes mit der (fiir Ca) berechneten Menge n-Salzsiure ver- 


') Vel. pyrrolidoncarbonsaures Calcium, S. 458. 
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setzt, so erhielt man nach dem Einengen und nach Zusatz von 
etwas Alkohol Krystalle, die den Schmelzpunkt der Pyrrolidon- 
carbonsiiure zeigten. Sie schmeckten deutlich nach Pyrrolidon- 
carbonsiiure (zuniichst sauer, worauf ein stark bitterer Nach- 
geschmack folgte). Das Calciumsalz der Glutaminsiiure selbst 
gab, auf gleiche Weise behandelt, die Glutaminsiiure zuriick ; 
Fp. 206—207° mit Zersetzung:; Geschmack nach Glutaminsiiure. 


Einbasisches glutaminsaures Baryum (C,H,O,N),Ba. 
Darstellung : 


a) Mit BaCO,: 10g Glutaminsiiure, in etwa der zehn- 
fachen Menge Wasser aufgenommen, wurden unter Erwirmen 
mit einem Uberschul, von Baryumearbonat versetzt. Es  trat 
nur die fiir 1/2 Molekiil Carbonat berechnete Menge in Reaktion. 
(Die anfangs durch Lacmoid rosagefiirbte Lésung ist schlieblich 
blau.) Durch Zusatz von etwa dem dreifachen Volumen 
Alkohol und dem halben Volumen Ather wurde ein weifes kry- 
stallinisches Salz gefiillt, das durch Lésen in heifiem Wasser 
und vorsichtiges Fiillen mit Alkohol und Ather (3:1) umge- 
lost wurde. 

b) Mit Ba(OH),: 10g Glutaminsiure, in 100 g heiben 
Wassers aufgenommen, wurden mit 10,75 g Ba(OH), — das ist 
die fiir ein halbes Molekiil berechnete Menge — versetzt. Das 
auf Zusatz eines Alkoholithergemisches (5: 1) gefiillte Ol konnte 
durch Reiben bald in krystallinischen Zustand tibergefiihrt werden. 
Das Salz wurde durch Lésen in der 5fachen Menge Wasser 
und Versetzen mit ca. dem Sfachen Volumen Alkohol umge- 
lost. Die Ausbeute betrug ca. 13 g, das ist 88°/o der Theorie. 


Eigenschaften : 


Das Salz krystaliisiert aus verdiinntem Alkohol in kon- 
zentrisch gruppierten, zu halbkugelartigen Aggregaten verwach- 
senen, farblosen Nadeln. Es ist sehr leicht loslich in Wasser, 
unléslich in Alkohol und in Ather. Die Substanz ist sehr hygro- 
skopisch. Sie laBt sich im Vakuumexsikkator tiber Schwefel- 
sdure nur sehr schwer trocknen. 


x 

i 

at 


44 Emil Abderhalden und Kar! Kautzsch, 


0,6943 g Substanz, bei 100° zur Konstanz getrocknet, gaben, 
mit Schwefelsiure abgeraucht, 0,8758 g BaSQ,. 
Berechnet fiir (C,H,0,N),Ba: Gefunden: 

Ba = 31,93 °/o 31,85 °/o. 

1,2724 g der im Exsikkator getrockneten Substanz verloren bei 
ca. 160° 0,1617 g, d. i. 12,7°/o. Fiir [((C,H,0,N),Ba - H,O] — 3 H,O berechnen 
sich 12,08° 

0.6700 g Substanz, bei 160° getrocknet, gaben 0,4030 g BaSQ,. 


Berechnet fiir (C,H,O,N),Ba — 2 H,0. Gefunden: 
d, i. (C,H,0,N),Ba (= pyrrolidoncarbonsaures Ba): 
Ba = 35,86°Jo 35,40 °/o. 


Wird die glutaminsaure Baryumsalzlisung mit Eisenoxyd- 
sulfatlbsung oder mit Eisenoxydulsulfat versetzt, so entsteht 
kein einheitlicher Niederschlag — BaSQ, und eine braunliche 
Fallung (Fe,(OH),). Mit Eisenchloridlésung bildet sich eine rot- 
braune Loésung. 

Zweibasisches glutaminsaures Kupfer, C;H,O,NCu. 

2 g Glutaminsaure, in ca. 150 cem Wasser gelést, wurden 
mit tiberschiissigem Kupferoxyd (in Suspension) !!4 Stunde lang 
gekocht. Das Filtrat wurde auf dem Wasserbad eingeengt; es 
schied sich dabei das griinblaue glutaminsaure Kupfersalz in 
amorpher Form aus. 

Das bei 100° getrocknete Salz enthélt noch '/2 Molekil 
Krystallwasser. 

0,3079 g Substanz, bei ca. 100° getrocknet, gaben 0,1129 g CuO. 


Berechnet fiir C,H,O,NCu ++ '/s H,O: Gefunden: 
Cu: 29,23 29,30 °/o. 
0,2341 g Substanz, bei 160—170° getrocknet, ergaben 0,0895 g CuO. 
Berechnet fiir C,H,O,NCu: Gefunden: 
Cu: 30,49 °/o 30,55 °/o. 


Glutaminsaures Kalium, C;H,O,NK. 


Durch Einwirkung von Kaliumcarbonat auf eine heibe 
wiisserige Glutaminsiiurelésung wird auch nur das einbasische 
Salz gebildet. Nach Zusatz der fiir !/2 Molektil berechneten 
Menge K,CO, fand bei weiterem Zufiigen von Pottasche keine 
CO,-Entwicklung mehr statt. Das Salz ist in Wasser sehr 
leicht léslich und wird aus verdiinnter Lésung mit Alkohol 
nicht ausgefiallt. 
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Einbasisches Bleisalz der Glutaminsdure (C;H,O,N),Pb. 


3g Glutaminséure, in 75 cem heifen Wassers gelost, 
wurden mit 1 Molekiil PbCO, (= 5,45 g) versetzt. Zuniichst 
fand langsame CO,-Entwicklung statt; bei Zusatz der letzten 
Portionen trat keine CO,-Entwicklung mehr ein. Nach Er- 
kalten wurde vom tberschiissigen PbCQ, abfiltriert; es wurde 
die Halfte der zugefiigten Menge — also 1/2 Molekiil — zuriick- 
gewonnen. Die Losung gab beim Eintragen in die 3fache 
Volumenmenge Athylalkohol eine weibe, etwas klebrige Fiillung. 
Durch Lésen der Substanz in ca. 40 cem Wasser und Fiillen 
mit dem 4fachen Volumen Methylalkohol wurde, besonders 
nach Kiihlen und Schiitteln, ein sch6nes weibes, leichtes Produkt 
erhalten. Die Ausbeute betrug ca. 75°/o der Theorie. 

Die im Exsikkator tiber Schwefelsiure getrocknete Sub- 
stanz ist hygroskopisch; sie enthielt noch 1 Molekil H,O. 
0,5224 g Substanz, im Exsikkator getrocknet, verloren bei 100° 0,0202 g. 

Berechnet fiir (C;H,O,N),Pb -+ H,O: Gefunden : 

H,O = 3,48°/o 3,8 %/o. 

Das Bleisalz ist spielend léslich in Wasser und nur sehr 
schwer in 95°/oigem Alkohol. 

Die wiisserige Lisung gibt mit Eisensulfid sowohl bei ge- 
wohnlicher Temperatur als auch in der Hitze keine Einwirkung. 
Mit Fe,(SO,),-Liésung entsteht ein voluminéser bréaunlicher 
Niederschlag; mit Eisenchloridlé6sung bildet sich ein weiber 
Niederschlag (léslich in der Hitze — PbCl,) und eine briaunlich- 
rote Losung. 

Glutaminséiure und Bi,(CO,),. 


Die wisserige LOsung der Glutaminséure gab mit Wismut- 
carbonat keine CO,-Entwicklung. 


Versuche zur Darstellung von glutaminsaurem Eisen. 


Glutaminsaiurechlorhydrat und Fe,0O,: 

g Glutaminsdurechlorhydrat wurden in wasseriger Lésung 
mit iiberschiissigem Eisenoxyd gekocht. Die filtrierte, stark 
tribe LOsung wurde zentrifugiert; es resultierte dann eine klare 
dunkelrote Lésung. 
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Wurde die obige dunkelrote Lésung eingedampft, so resul- 
tierte ein sehr hygroskopisches Produkt; die wiasserige dunkel- 
rote LOsung gab mit Silbernitrat einen reichlichen Niederschlag. 

Glutaminsiiure, in wasseriger LOsung mit iiberschtissigem 
Eisenoxyd gekocht, gab keine Einwirkung. 

Die wiisserige Lésung von Glutaminséure gab, mit 
pulverisiertem Eisensulfid gekocht, ebenfalls keine Einwirkung. 

Die Glutaminsiurelésung gab mit Eisenoxydsulfat- 
losung zuniichst einen orangefarbigen Niederschlag, nach Zusatz 
von mehr Eisensulfat entstand eine roétliche Losung. 


Glutaminsaéure und Fe,Cl,: 


1,47 g Glutaminsiiure, in 25 g Wasser geldst, gab mit 
Eisenchloridlésung (1,1 g) eine rote Losung, aus der durch 
Alkohol ein voluminéser rotbrauner Niederschlag gefiillt wurde. 
Die rote Lisung desselben gab mit Fe,(SO,),-Losung zunichst 
einen briiunlichen voluminésen Niederschlag, der auf Zusatz 
von mehr Eisenoxydsulfat wieder in Loésung ging. 


Verhalten des Calciumsalzes gegen Eisensalze. 


1 g Calciumsalz der Glutaminsiiure, in 20 g Wasser ge- 
lOst, wurden mit Ferrioxalatlbsung vermischt, so die zum 
Ersatz des Calciums erforderliche Menge Eisen zugefiihrt war; 
es entstand ein rotbrauner Niederschlag, der unloslich in 
Wasser und leicht léslich in Salzsiure war. Die wiisserige 
Losung des Caleciumsalzes gab mit Eisenchloridlésung zunachst 
einen geringen flockigen Niederschlag; nach weiterem Zusatz 
von Fe,Cl, entstand eine briiunliche Lésung. 


Glutaminsaures Natrium und Fe,(SQ,),. 


In eine wisserige Losung des Natriumsalzes wurde eine 
Losung von Ferrisulfat einflieBen gelassen. Zundchst entstand 
eine blutrote Lésung, nach Zusatz von mehr Ferrisulfat — auf 
7,0 g Natriumsalz wurden 10 g Eisensulfat verbraucht — trat 
ein braunroter Niederschlag ein. Die Untersuchung dieses 
Priiparates zeigte, daB jedenfalls nur ein Gemisch mit Fe,(OH), 


vorlag. 
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Uber Glutaminsiiure und Pyrrolidoncarbonsiure. 


Pyrrolidoncarbonsaure. 

Darstellung durch Erhitzen der Glutaminsiiure 
auf 180—190°!). Die Versuche ergaben, dal bereits durch 
Erhitzen einiger Stunden (2—3 Stunden) auf die angegebene Tem- 
peratur die Umwandlung der Glutaminsiiure in Pyrrolidoncarbon- 
siiure vor sich geht, und dali sich die Ausbeute in diesem Falle 
besser gestaltet als bei liangerem Erhitzen. 

Die nach dem Erkalten resultierende feste, schwach hell- 
braun gefiirbte Masse lie} sich aus ca. der 2fachen Ge- 
wichtsmenge Methylalkohols oder aus etwa der 5fachen Menge 
80°/oigen Athylalkohols, unter Verwendung von Tierkohle, gut 
umkrystallisieren. Man erhielt im letzteren Falle weibe, derbe 
prismatische oder tafelartige Krystalle. Sie schmolzen gegen 
180°. Nochmals aus 80°/oigem Alkohol umkrystallisiert, schmolz 
die Saéure bei 181—182,.183°, korr. 182,4—184,4°, nach 
kurz vorheriger Erweichung, ohne Zersetzung. 

0,2722 ¢ Substanz, einmal aus Alkohol umkrystallisiert und bei 100° 
getrocknet, erforderten, nach Kjeldahl analysiert, 20,80 cem /10-H,SO,. 
Berechnet fiir C,;H,O,N: Gefunden : 

N = 10,85°Jo 10,71 

Die Pyrrolidoncarbonsiure dreht in wiisseriger LOsung 
nach rechts. 

0,3903 g Substanz wurden in 9,8088 g Wasser gelost: 
bel einem spezifischen Gewicht von 1,013 ergab die Lésung, 
im 1 dm-Rohr untersucht, fiir 


= 720". 
Die Pyrrolidoncarbonsaure ist leicht l6slich in Wasser 
und in Alkohol, unléslich in Ather. Der Geschmack ist eigen- 


artig bitter mit saurem Nachgeschmack. 
Einwirkung von Salzséiuregas auf Pyrrolidoncarbon- 
saure. 


0,5 g Substanz wurden in der erforderlichen Menge Wasser 
gelést und mit Salzsiiuregas gesiittigt. Nach Einengen auf dem 


1) Die Ausbeute an reiner, umkrystallisierter Pyrrolidoncarbonsaure 
erreichte bisher noch nicht 50° der Theorie. 

Ein Versuch, die Pyrrolidoncarbonsiure durch Erhitzen des glutamin- 
sauren Methylesters darzustellen, fiihrte zu keinem befriedigenden Resultat. 


458 Emil Abderhalden und Kar! Kautzsch, 


Wasserbad schieden sich farblose Krystalle ab, die zunichst 
gegen 190° schmolzen; nach Umkrystallisieren aus verditinntem 
Alkohol zeigten sie den Schmelzpunkt des Glutaminséurechlor- 
hydrates. 

0.5171 g Substanz, im Vakuumexsikkator tiber H,SO, und Kalk 
getrocknet, erforderten, nach Kjeldahl analysiert, 27,59 ccm ®/10-H,SO,. 
Berechnet fiir C;H,O,N - HCI: Gefunden: 

N = 7,63%o 7,48 Jo. 
Einwirkung von konzentrierter Natronlauge 
auf Pyrrolidoncarbonsaure. 


1 g Pyrrolidoncarbonséure wurde mit 10 ccm konzen- 
trierter Natronlauge (33°/oig) !/4 Stunde lang gekocht. Nach 
Erkalten wurde von dem ausgeschiedenen Natriumsalz abge- 
saugt und dasselbe vorsichtig mit verdiinnter Salzséure zer- 
legt. Es krystallisierte dann das Glutaminsadurechlorhydrat vom 
Schmelzpunkt 192—193° aus. 


Pyrrolidoncarbonsaures Calciumsalz (C;H,O,N),Ca. 


Pyrrolidoncarbonsaure, in wenig Wasser geldst, wurde 
mit einem Uberschu8 von CaCO, versetzt. Aus dem Filtrate 
wurde mit Alkohol und Ather das Calciumsalz in farblosen 
Krystallen abgeschieden. 

Das Salz ist hygroskopisch. 

0,2177 g Substanz, bei 100° getrocknet, gaben 0,0977 g CaSQ,. 
Berechnet fiir (C;H,0,N),Ca: Gefunden: 
Ca = 13,52 °%o 13,20°/o. 
Zerlegung des Calciumsalzes mit der berechneten 
Menge n-Salzsaure. 

2 g Calciumsalz, in 15 ccm Wasser gelést, wurden mit 
der berechneten Menge n-Salzsaure versetzt. Die Lésung wurde 
auf dem Wasserbade eingeengt und mit etwas Alkohol ver- 
setzt. Von den ausgeschiedenen Krystallen wurde abgesaugt 
und dann bei 100° getrocknet. Ausbeute an Pyrrolidoncarbon- 
siiure 1,3 g; die Theorie erfordert 1,7 g. 

Die Siéure schmolz wie reine Pyrrolidoncarbonsaure bei 
181—183° (korr. 182,4—184,4°) nach kurz vorheriger Er- 
weichung, ohne Zersetzung. 
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Einbasisches asparaginsaures Calciumsalz 
C,H,0,N),Ca. 

1 g Asparaginsiure, in Wasser gelést, wurde unter Kochen 
mit der fiir 1 Molekiil berechneten Menge Calciumcarbonat 
versetzt. Bei Zusatz der letzten Portionen Carbonat trat keine 
Kohlensaureentwicklung mehr ein. Es wurde noch heifi vom 
unzersetzten Carbonat abfiltriert; es wurde die Hilfte der zu- 
gesetzten Menge zuriickgewonnen. Aus dem Filtrat wurde mit 
ca. dem 10fachen Volumen Alkohol das Calciumsalz ausgefiallt. 
0,2872 g Substanz, bei 140—150° getrocknel, lieferten 0,1263 g CaSQ,. 


Berechnet fiir (C,H,0,N),Ca: Gefunden: 
Ca = 13,16%o 12,940. 


Zweibasisches asparaginsaures Kupferoxyd, 
C,H;O,NCu. 

2g Asparaginsiiure, in 11 Wasser geliést, wurden mit 
iiberschiissigem Kupferoxyd gekocht. Aus dem Filtrat schied 
sich in voluminéser Form das schwerlésliche hellblaue Kupfer- 
salz aus. Es krystallisiert in feinen, langen, zu Garben ver- 
wachsenen, blauen Nadeln, die sich auch in heifem Wasser 
nur schwer lésen. 

Das Salz laft sich im Vakuum-Exsikkator tiber H,SO, nur 
sehr langsam trocknen. Es enthalt dann noch 1!/2 Molekiil 
Krystallwasser, wovon es bei ca. 110—120° 1 Molekil verliert; 
der Rest, 4/2 Molekiil Wasser, entweicht bei 150°. 

1,9496 g Substanz, im Vakuum-Exsikkator getrocknet, verloren bei 150° 


0,2416 g. 
Berechnet fiir C,H,0,NCu 1'/2 H,O: Gefunden: 
1'/sH,O = 12,18°/o 12,39 °/o. 

0,3408 g Substanz, bei ca. 110° getrocknet, gaben 0,1332 g CuO. 

Berechnet fiir CJH;0,NCu +- '/2 H,O: Gefunden: 

Cu = 31,24°%%o 31,23 °/o. 
0,4024 g Substanz, bei ca. 150° getrocknet, lieferten 0,1642 g CuO. 
Berechnet fiir C,H,O,NCu: Gefunden: 


Cu = 32,68°/o 32,61 °/o. 


Vergleichende Untersuchungen ther die Zusammensetzung und 
den Aufbau verschiedener Seidenarten. 
VIII. Mitteilung. 
Die Monoaminosauren aus «Tai-Tsao-Tsam»-Seide (China. ) 


Von 
Emil Abderhalden und Julius Schmid. 


(Aus dem physiologischen Institut der tierarztlichen Hochschule, Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 24. Januar 1910.) 


Die zur Hydrolyse mit 25°/oiger Schwefelsiiure verwen- 
deten Kokons stammten aus der gleichen Quelle, wie die als 
«Niet tsam» bezeichnete Seide.!) Vor der Verwendung 
wurden die Kokons degommiert. Sie gaben 15°/o Leim. Beim 
Trocknen bis zur Gewichtskonstanz verloren die lufttrockenen 
Kokons 4,8°/o an Gewicht. Thr Aschegehalt betrug 0,43°/o. 
Zur Hydrolyse verwendeten wir 110g Kokons. Wir bestimmten 
zuniichst das Tyrosin und in der Mutterlauge dieser Amino- 
siiure nach erfolgter Veresterung die tibrigen Monoaminosiuren. 
Bei der Hydrolyse mit 25°/oiger Schwefelsiure — 16stiindiges 
Kochen am _ RiickfluBkiihler — blieb nur ein ganz geringer 
Riickstand. Uber den Gang der Verarbeitung der einzelnen 
Aminosiiurefraktionen ist nichts Besonderes mitzuteilen. 

‘s wurden folgende Ausbeuten an den einzelnen Amino- 
siiuren auf 100g, bei 110° getrocknete, aschefreie Kokons 


berechnet, erhalten: 


Glykokoll 25,2 g Glutaminsiiure 2,0 ¢ 
Alanin 18,2 » Phenylalanin 1,0 » 
Leucin 0,9 » Tyrosin 7,8 » 
Serin 1,2 » Prolin 1,0 » 


Asparaginsiiure 2,1 » 
') Vel. Emil Abderhalden und Alessandro Brossa, Die Mono- 
aminosiuren aus «Niét ngd tsam»-Seide (China). Diese Zeitschrift, Bd. LXII, 


S. 129, 1909. 
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Die Vergleichung dieser Zahlen mit den fiir die «Niét 
ngd tsim»-Seide gefundenen ergibt eine grofe Ubereinstimmung 
in der Zusammensetzung beider Seidenarten. 

Glykokoll: 

Es wurde durch seinen salzsauren Ester identifiziert. 

F. 144° (korr.). 


Alanin: 
0.2041 g Substanz gaben 0,3022 g CO, und 0,1432 g H,O. 
Berechnet fiir C,H,NO,: Gefunden: 
40,45 °/o CG und 7,86 °/o H. 40,38 °/o C und 7,79°%o H. 
Leucin: 


Es wurde als Kupfersalz von den anderen Aminoséuren 
getrennt. 19,6°/o Cu, charakteristische blabblaue Farbe. Das 
aus dem Kupfersalz wiedergewonnene Leucin zeigte F = 297° 


(korr.). 


Asparaginsiure: 
0,1520 g Substanz gaben 0,1992 g CO, und 0,0731 g H,O. 
Berechnet fiir C,H,NO,: Gefunden: 
36,09 °/o C und 5,26 °%o H. 35,74°/o C und 5,34%o H. 
Glutaminsdure: 


Wurde als salzsaures Salz isoliert und als solches identi- 
fiziert. 


Phenylalanin: 
0,1581 g Substanz gaben 0,3805 g CO, und 0,0950 ¢ H,0. 
Berechnet fiir C,H,,NO,: Gefunden: 
65,45 °/o C und 6,66 °/o H. 65,63 °/o CG und 6,67 °/o H. 
Prolin: 
Wurde als Kupfersalz identifiziert. 
Serin: 
0,1582 g Substanz gaben 0,1995 g CO, und 0,0965 g H,0. 
Berechnet fiir C,H,NO,: Gefunden: 


34,280 C und 6,66°o H. 34,39°/o und 6,77 %o H. 


Vergleichende Untersuchungen iiber die Zusammensetzung und 
den Aufbau verschiedener Seidenarten. 


IX. Mitteilung. 
Die Monoaminosauren aus «Cheefoo>»-Seide. 


Von 


Emil Abderhalden und Ernst Welde. 


(Aus dem physiologischen Institut der tierarztlichen Hochschule, Berlin.) 
‘Der Redaktion zugegangen am 30. Januar 1910.) 


Die uns durch die freundliche Vermittlung der Firma 
Schmid Fréres, Basel, zur Verfiigung gestellte Seide aus 
Cheefoo, von uns kurz Cheefoo-Seide genannt, wurde zuniachst 
einer griindlichen mechanischen Reinigung unterzogen. Die 
lufttrockene Seide ergab 15°/o Seidenleim. Die degommierte 
Seide verlor, nachdem sie an der Luft getrocknet worden war, 
noch 6,0°/o an Gewicht beim Trocknen bei 120° bis zur 
Gewichtskonstanz. Die Aschenbestimmung ergab 1,5°/o Gliih- 
riickstand. Die totale Hydrolyse der degommierten Seide wurde 
durch 16stiindiges Kochen mit 25°/oiger Schwefelséure herbei- 
gefiihrt. Es verblieb ein melaninartiger Riickstand, der, ge- 
trocknet, 18°/o des Gewichts der verwandten Seide ausmachte. 
Er widerstand allen Versuchen, ihn mit kochenden Sauren 
— Schwefelséiure und Salzsiure — in Lésung zu bringen: 

Der Gang der Hydrolyse war der gewohnte. Auf 100 g 
bei 120° bis zur Gewichtskonstanz getrocknete, aschenfreie 
Seide berechnet, sind folgende Ausbeuten erhalten worden. 


Glykokoll 12,5 g Glutaminsdiure 2,0 g 
Alanin 18,0 » Phenylalanin 1,0 » 
Leucin 1,2 » Tyrosin 8,5 >» 
Serin 1,0 » Prolin 2,5 » 


Asparaginsdure 2,0 >» 
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Glykokoll wurde als salzsaurer Ester abgeschieden und 
als solcher identifiziert. F. 144° (korr.). 


Alanin: 

0,2015 g Substanz gaben 0,2995 g CO, und 0,1432 g H,0O. 
Berechnet fiir C,H,NO,: Gefunden: 
40,45°)0 und 7,86°%o H. 40,54°/o C und 7,94°%o H. 

Leucin: 

0,1705 g Substanz gaben 0,3432 g CO, und 0,1525 g H,0. 
Berechnet fiir C,H,,NO,: Gefunden: 
54,9°/o GC und 9,8°o H. 54,89°/o C und 10,03°/o H. 

Serin: 

0,1725 g Substanz gaben 0,2170 g CO, und 0,1052 g H,O. 
Berechnet fiir C,H,NO,: Gefunden: 
34,28°/o C und 6,66°/o H. 34,30°/o C und 6,82°/o H. 

Asparaginsaure: 

0,1615 g Substanz gaben 0,2155 g CO, und 0,0792 g H,O. 
Berechnet fiir C,H,NO,: Gefunden: 
36,1°/o G und 5,26°/o H. 36,39°)o0 C und 5,49%o H. 


Glutaminsaéure und Phenylalanin wurden als salz- 
saures Salz identifiziert und Tyrosin durch seine Reaktionen 
festgestellt. Vom Prolin untersuchten wir das racemische 
Kupfersalz auf seinen Wasser- und Kupfergehalt. 
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Uber den EinfluB des Lecithins auf den Stoffwechsel. 


Von 
Dr. S. Yoshimoto aus Tokio (Japan). 


(Aus der chemischen Abteilung des pathologischen Instituts der Universitat zu Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 30. Januar 1910.) 


Nachdem verschiedene Autoren zu wechselnden Resul- 
taten tiber den Einfluf des Lecithins auf den Stoffwechsel gelangt 
waren, hat in neuerer Zeit Slowtzoff!) sehr bemerkenswerte 
Angaben hieriiber gemacht. In drei am Menschen angestellten 
Versuchen konnte er bei Lecithingebrauch eine _ betriichtliche 
Retention an Stickstoff und Phosphor bezw. Phosphorsiure nach- 
weisen. Da auch die Schwefelsiiureausscheidung im Harn ver- 
minderf war, so schlieBt Slowtzoff daraus, daB in der Tat 
unter dem Einflu8 des Lecithins Eiweif in organisierter Form 
zum Ansatz gelangt ist. Dabei war die Quantitét des verab- 
reichten Lecithins eine sehr geringe. Fir den Versuch I von 
Slowtzoff habe ich Angaben tiber die Quantitiéit des verab- 
reichten Lecithins nicht finden k6nnen. Im II. Versuch, der drei 
Tage der Lecithinzufuhr umfabt, wurden im ganzen 1,5 g Le- 
cithin eingefiihrt, ebenso im III. vier Tage umfassenden. 

In allen drei Versuchen bestand schon in der Vorperiode 
N-Retention. Dieselbe steigerte sich aber in der Lecithinperiode 
erheblich und zwar pro Tag: 

In Versuch I von 2,979 g auf 7,16 g (Nachperiode 3,739 g 

» HW» 1382 >» » 213 » ( > fehlt) 

II] » 0,494 » » 1,892 » ( > 0,207 g 


‘) Hofmeisters Beitraige zur chem. Physiol. usw., Bd. VIII, S. 590, 
(1906). Siehe hier auch die friiher kritisch betrachtete Literatur. 
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Parallel damit ging auch eine entsprechende Zurtickhal- 
tung an Phosphorsiiure. 

Diese Ergebnisse sind so tiberraschend, dai sie zu einer 
Nachpriifung aufforderten, die ich auf Veranlassung von Prof. 
E. Salkowski an einem Hund im Stickstoffgleichgewicht aus- 
gefiihrt habe. Es wurden zwei Versuche angestellt, in beiden 
kamen kéufliche Lecithinpraiparate in Anwendung: im ersten 
ein von Kahlbaum bezogenes, im zweiten ein von der Anilin- 
farbenfabrik hier in den Handel gebrachtes, als Lecithin Agfa 
bezeichnetes. Es ist mir wohl bekannt, daf diese Priiparate 
nicht einheitlicher Natur sind; da aber alle bisherigen Unter- 
suchungen mit solchen Priiparaten angestellt sind, augenschein- 
lich auch die von Slowtzoff und fiir die praktische Verwen- 
dung nur kiiufliche Priaparate in Frage kommen koénnen, so 
schien es mir richtig, sie gleichfalls zu benutzen. Auberdem 
ist ja die Lecithinchemie noch nicht so weit geklirt, dali es 
moglich wire, Fiitterungsversuche mit zuverliéssig reinen und 


einheitlichen Phosphatiden anzustellen. 

Uber die Ausfiihrung der Versuche ist nicht viel zu sagen. 

Der Hund erhielt als Futter pro Tag 300 g fettfreies Pferdefleisch, 50 g 
veraucherten Speck, 1,5—2 g Kochsalz und 200—250 ccm Wasser. Fleisch 
und Speck wurden in 5—8 Portionen abgewogen und in mit dichtem Deckel 
versehenen emaillierten Blechgeféffen in Eis verpackt aufbewahrt. Von 
jeder in Benutzung gezogenen Fleischquantitét wurde der N-Gehalt nach 
Kjeldahl bestimmt. Da nach den Angaben von Pfliiger, welche nach 
den hiesigen Erfahrungen bestatigt werden kénnen, bei Fiitterung mit 
Pferdefleisch leicht Diarrhéen eintreten, wurde das Futter gekocht und 
so DiarrhGen vermieden. Nachdem das Futter abgekiihlt war, lief ich 
den Hund stets vor meinen Augen fressen, um sicher zu sein, daf\ nicht 
Reste iibrig gelassen wurden. Das Lecithin wurde dem Futter nach dem 
Abkithlen beigemischt, nachdem es vorher in lauwarmem Wasser auf- 
gelést war (soweit man von Auflésung sprechen kann — die Lésung war 
stets emulsionsartig). Die Quantitét des Lecithins wurde von vornherein 
wesentlich gréfler gewablt, als bei Slowtzoff, naémlich 2 g pro Tag = 
ungefahr 0,2 pro kg Kérpergewicht (an einigen Tagen sogar 4 g), da durch- 
aus kein Grund vorlag, so kleine Gaben anzuwenden, und von griferen 
Dosen naturgemaf§ eher ein Erfolg zu erwarten war. Auferdem ist bei 
grofen Dosen die analytische Sicherheit der Phosphorbestimmung natiirlich 
wesentlich erhdéht. Das Lecithin Kahlbaum enthielt im Mittel von 
mehreren Bestimmungen 2,10°/o N und 9,12°/o P,O,. Das Lecithin Agfa 
1.89°%o N und 7,32°% P,O,. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie. LXIV. as) | 
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Was die Untersuchung der Ausscheidungen betrifft, so wurde der 
leider Ofters im Kafig gelassene Harn mit dem durch Katheterisieren er- 
haltenen vereinigt und auf 600 ccm verdiinnt, dann nach Chloroform- 
zusatz aufbewahrt. 

Die Abgrenzung des Kotes geschah durch Kieselgur. Die zu einer 
Periode gehérenden Entleerungen wurden vereinigt, auf dem Wasserbad 
getrocknet — die dabei stattfindenden kleinen N-Verluste fallen nicht ins 
Gewicht —, dann gepulvert und in Glasstipselgefafen aufbewahrt. 

Die N-Bestimmungen im Harn geschahen nach Kjeldahl! und zwar 
wurden stets zwei Bestimmungen gemacht. Zur Bestimmung der prafor- 
mierten Phosphorsiure wurden 25 ccm Harn mit Magnesiamischung ausge- 
fillt, der Niederschlag am nachsten Tage abfiltriert und mit verdiinntem 
Ammoniak ausgewaschen, dann das Filter durchgestofen, der Nieder- 
schlag quantitativ in ein Becherglas gespritzt, in Essigséure gelést und 
unter Zusatz von Natriumacetat mit essigsaurer Uranlésung, von der 
1 ccm 0,005 P,O, entsprach, titriert. Zur Feststellung der Endreaktion 
wurde Cochenilletinktur und Kaliumferrocyanid gleichzeitig benutzt. Filter 
und Waschwasser vom Magnesianiederschlag dienten zur Bestimmung der 
organisch gebundenen Phosphorsaure. Der beim Eindampfen von Filtrat 
-|- Waschwasser erhaltene Riickstand wurde mit 20 g Salpetermischung 
geschmolzen, die Schmelze im Wasser geldst, die Lésung zur Austreibung 
der Kohlenséure und salpetrigen Saéure mit Salpetersiiure erhitzt, dann 
in der tiblichen Weise mit Molybdanlisung usw. die Phosphorséiure als 
Magnesiumpyrophosphat bestimmt. 

Was die Untersuchung des Kotes betrifft, so wurde der N in 0.5 
bis 0,7 g des getrockneten Materials unter Anwendung von HgO ausge- 
fiihrt, zum Zuriicktitrieren "/10o-Lauge benutzt. Die Bestimmung der Ge- 
samtphosphorsiéure geschah in 0,5—0,7 g durch Schmelzen mit Salpeter- 
mischung nach dem iiblichen Verfahren. 

Zur Untersuchung auf organisch gebundenen Phosphor verfuhr ich 
nach der Angabe von Prof. Salkowski folgendermafen : 

Ca. 10 g Kotpulver (genau abgewogen) wurden mit 200 ccm Al- 
kohol absolut. ca. 1 Stunde lang unter 6fterem Umschiitteln auf dem 
Wasserbad gelind erwirmt, nach einigem Abkiihlen filtriert, mit Alkokol 
nachgewaschen und verdunstet. Der Abdampfungsriickstand wurde von 
neuem mit 100 ccm Alkohol absolut. aufgenommen und dieses so lange 
wiederholt, bis sich der Verdampfungsrtickstand in Alkohol absolut. klar 
liste. Die alkoholische Lisung wurde in einem Glasstépselzylinder mit 
50 cem Ather versetzt und bis zum nichsten Tage stehen gelassen, dann 
filtriert, in einer Platinschale verdunstet und der Riickstand mit Salpeter- 
mischung geschmolzen usw. Nur nach Fitterung mit Lecithin liefen sich 
so wiigbare Mengen von Magnesiumpyrophosphat erhalten; aber auch in 
diesem Fall berechnet sich die Quantitét der Phosphorséure (P,0;) nuv 
auf 0,7 mg pro Tag. 
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Anordnung des Versuches. 


Der Versuch dauerte ohne Unterbrechung 50 Tage. 
Periode I 13 Tage Vorfiitterung 0 Lecithin: 


> 10 » 2g Lecithin Kahlbaum pro Tag: 
Ill 8 Nachperiode O Lecithin; 
» IV 10. 2¢ Lecithin Agfa pro Tag; 

V 3» £=4g Lecithin Agfa pro Tag: 

VI 6» Naehperiode O Lecithin. 


Die N-Aufnahme und -Abgabe iia sich im Mittel 
folgendermaben : 


|” 
Verfiittertes N-Aufnahme N-Abgabe | N-Anstz 


| 

Periode | pro Tag 
| 


Lecithin | pro ‘durch Harn | pro 

o | Tag | und Fiices | Tag 
| 0 10,164 10,4354 | — 0,270 
20 Kahibaum 10,129 | 8879 1,250 
| 0 10300 | 9,720 0,580 
IV | 20 Agfa | 9,802 | 8,752 | 1,050 
| 12 Agfa 99,752, || 8,173 | 1,577 
VI | 0 9.769 | 9.026 | 40,748 


Die genaueren Daten finden sich in den am Schlufb der 
Arbeit abgedruckten Tabellen. Zur Bildung der Mittelzahl fiir 
die Vorperiode sind nur die drei letzten Tage benutzt. 

Es laBt sich nicht verkennen, daf in den Lecithinfiitterungs- 
perioden jedesmal eine nicht unbetrichtliche N-Retention zutage 
tritt gegeniiber einer die Aufnahme tibersteigenden N-Ausschei- 
dung in der Vorperiode und sehr viel kleineren N-Retention in 
den Zwischenperioden und den Nachperioden, die z. T. ja noch 
unter dem Einfluf des Lecithins stehen. Auffallend ist nun aber, 
dali das Koérpergewicht keineswegs entsprechend steigt. In 
Periode II betraigt die N-Retention gegeniiber der N-Einfuhr in 
10 Tagen 12,5 g. Kechnet man diesen Wert in der tiblichen 
Weise auf Fleischansatz um, so hatte das Gewicht des Tieres 
um 370 g zunehmen miissen. Das ist aber durchaus nicht der 
Fall, im Gegenteil, am SchluB der Vorperiode betrug das K6rper- 
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gewicht 10210 g, am Schlu6b der Lecithinperiode 10160, es hatte 
also eine — allerdings bedeutungslose — Abnahme um 50 g 
stattgefunden. Legt man der Rechnung das Korpergewicht vom 
ersten Tage der Lecithinfiitterung — 10060 g zugrunde, so 
ergtbt sich allerdings eine Steigerung um 100 g, jedenfalls aber 
auch bedeutend zu wenig. Man miifite danach also entweder 
annehmen, dai der Fleischansatz von einem Verlust an Wasser- 
gehalt oder Fettgehalt resp. beiden begleitet gewesen ist, oder 
— was wenig wahrscheinlich —, daf andere N-reiche Sub- 
stanzen im Organismus zuriickgehalten sind. Diese miiBten 
sehr stabil sein, da sie in der langen Versuchsreihe nicht wieder 
zum Vorschein gekommen sind. Es miifte also durch das Le- 
cithin eine dauernde Anderung der Zusammensetzung des Tieres 
herbeigefiihrt sein. Diese Annahme ist noch unwahrscheinlicher, 
als die einer Wasserabgabe oder Fettzerst6rung. 

Wenn nun also auch eine gewisse N-Retention durch das 
Lecithin herbeigefiihrt worden ist, so mufh man sich doch die 
Frage vorlegen, ob das Ergebnis dieses Versuches als Besti- 
tigung der Resultate von Slowtzoff anzusehen ist. Zunachst 
ist zu konstatieren, dafi in den vorliegenden Versuchen die 
Quantitét des angewendeten Lecithins unvergleichlich gréfer 
war, als in dem von Slowtzoff. Bei Slowtzoff berechnet 
sich die tégliche Lecithineinnahme pro Kilo Kérpergewicht im 
Maximum auf 0,0083 g, hier auf fast 0,2 g. 

Zum Vergleich berechnen wir, wieviel von dem resor- 
bierten N in den Versuchen von Slowtzoff unter dem Ein- 
flu} des Leeithins in Prozenten zuriickzuhalten ist. Es ergibt 
sich im Mittel: 


N zuriickgehalten 
N resorbiert 
in des 
in g resorbierten N 
Versuch I. ... 19,940 7,16 36 
> | a 18,30 2,13 11,6 
ea 13,637 1,892 14 


Nun ist allerdings noch eine andere Betrachtungsweise 
zulissig. In allen Versuchen von Slowtzoff bestand schon 
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vor der Lecithinzufuhr N-Retention. Es ist daher auch eine 
andere Art der Berechnung berechtigt, welche nur diejenige 
Quantitéit N in Betracht zieht, um welche die N-Retention 
unter dem Einflu{B des Lecithins gréfer war als vorher. Bei 
dieser Art der Berechnung erhalten wir: 


N mehr als in der Vorperiode 


N resorbiert zuriickgehalten 
In g In des 
_resorbierten N 
Versuch I... . 19,940 4.281 21 
18,30 O.81 
13,637 1.40 10.3 


In den vorliegenden Versuchen ergeben sich fiir die Le- 
cithinperioden folgende Werte im Mittel pro Tag: 


N zuriickgehalten 
N resorbiert 
in in des 
in g resorbierten N 
Periode II... . 9,977 1,25 12.5 
9 654 1.05 10.9 
9,604 1,577 16.4 


Wenn man von der auffallend hohen N-Retention in dem 
Versuch I von Slowtzoff absieht, die bei der ersten Art der 
Betrachtung 36°/o des resorbierten N betrigt und auch bei 
der zweiten immer noch 21 °/o, so stehen die vorliegenden Ver- 
suche mit denen von Slowtzoff in Einklang. Héchst bemerkens- 
wert bleibt es aber, dafi diese Wirkungen schon bei so mini- 
malen Mengen Lecithin eingetreten sind, und in dieser Hinsicht 
sind meine Versuche eigentlich mit denen von Slowtzoff 
nicht vergleichbar. Es wire sehr winschenswert, wenn weitere 
Versuche am Menschen gleichfalls mit minimalen Quantititen 
Lecithin angestellt wiirden. 

Wenden wir uns nun zu den Verhiiltnissen der Phosphor- 
siiure, so gibt die nachfolgende Tabelle dariiber Aufschluf. 
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Leci- | P,O,- | P205 ausgeschieden | P,O, zuriickbehalten 
Dauer| thin- | Ein- gurch! durch! im | 
Periode ure urch im 

zufuhr] fuhr | den | die | gan- Mittel 
Tage| in g | Harn Faces) zen | Tag 
31] 0 [4,176 4,152 0,522 46741 — 0,498 — 0,166 
10 | 20 13,481 1,870 | 15,35 + 1,549! + 0,155 
8 | 11,286] 9,683, 1,728 11,411] — 0,123) — 0,016 
IV 10 | 20 |16.277 12,454 2,32 | 14,774] + 1,503) +- 0,150 
V 3 | 12 | 5,83] 4,147 0,696 4,843) 0,987 + 0,329 
VI 6 | 0 | 8,028] 7,207 0,822 9,019] — 0,991) — 0,165 


Betrachtet man die Zahlen fiir P-Einnahme und -Ausgabe, 
ausgedriickt als P,O,, so kann man wohl nicht daran zweifeln, 
daB eine Zuriickhaltung von Phosphor stattgefunden hat, um so 
weniger, als in der Vorperiode mehr Phosphor ausgeschieden 
wurde, als eingenommen; genauere Berechnungen wird man 
aber kaum anstellen kénnen, da augenscheinlich die von der 
Lecithinaufnahme abhingige P,O,-Ausscheidung nicht innerhalb 
der niichsten 24 Stunden abgeschlossen war, sondern sich noch 
in die folgende Nichtlecithinperiode hinein erstreckte. Am auf- 
fallendsten ist dies in den Perioden V und VI, wo mehr als das 
gesamte Minus der Ausscheidung an Phosphorsiéure von Periode V 
in der nachfolgenden Normalperiode eingeholt wurde. 

Es scheint mir von Interesse, zu berechnen, wie sich die 
Bilanz der Phosphorsiiure wihrend der ganzen 4O0tiigigen?) 
Versuchsdauer stellt. 

In der ganzen Zeit sind mit der Nahrung und dem Lecithin 
eingefiihrt 62,497 g P,O,, ausgefiihrt 60,071 g, also nicht wieder 
erschienen 2,426 g. Die eingefiihrten 52 g Lecithin enthalten 
rund 4,2 g P,O;, es wire also mehr als die Halfte des Phos- 
phors als Lecithin oder auch in anderer Form im KoOrper ver- 
blieben. In der Tat wissen wir aus den von Franchini*) im 
hiesigen Laboratorium ausgefiihrten Versuchen, dai bei Ver- 


') Die Vorfiitterung hat eigentlich im ganzen 13 Tage gedauert, 
es sind hier jedoch nur die drei letzten Tage beriicksichtigt. 

*) Von der Vorperiode nur 3 Tage gerechnet. 

‘) Biochem. Zeitschrift, Bd. VI, S. 210 (1907). 
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fiitterung von Lecithin sich dieses im K6orper aufspeichern kann, 
und sehr langsam — nach Franchini etwa in 15 Tagen — 
wieder verschwindet. Diese Aufspeicherung ist namentlich nach- 
gewiesen fiir die Leber, in geringem Grade fiir die Muskeln, 
nicht nachweisbar fiir das Gehirn. Ob eine Ubereinstimmung 
zwischen der nach den vorliegenden Versuchen berechneten 
Aufspeicherung und der tatsiichlich festgestellten besteht, 
laBt sich vorlaufig nicht tibersehen, man hat aber den Eindruck, 
als ob die tatsachlich nachgewiesene Aufspeicherung geringer 
sei, als die berechnete. Gegen den berechneten Wert laBt sich 
auch mit Recht einwenden, dafi der Versuch — aus dufberen 
Griinden — nicht lange genug fortgesetzt ist. Es ist nicht 
unmdglich, die Phosphorséure nachtraglich noch zur Aus- 
scheidung gekommen wiire. Diese Méglichkeit ist umsomehr 
in Betracht zu ziehen, als in den im hiesigen Laboratorium von 
Horner!) mit Phytin angestellten Versuchen gleichfalls eine 
anfiingliche Zurtickhaltung und spiatere Ausscheidung von Phos- 
phorsaure zur Beobachtung kam. 


‘) Biochem. Zeitschrift, Bd. II, 5. 428 (1907). 
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Periode V. — 4 g Lecithin Agfa pro Tag. 


Datum 2./3. 3./4. 4./5 
P.O, anorganisch im Harn. .... . 1,320 1,368 | 1,404 
P,O, organisch im Harn... . 0,0215 | 0,0184 0,0154 
P,O,-Ausfuhr im ganzen. ..... 1,574 1,618 | 1,651 
Periode VI. — Ohne Lecithin. 
Datum 5. 6/7. | 7/8. | 8/9. | 9/10. | 10./11. 


P.O, anorganisch im Harn 
organisch im Harn 
P,O,-Ausfuhr im ganzen 


| 
1236 “1,260 1212 1,080 


| 
1,272 | 9 996 


0 0,0307, 0,0246 0,0154 0, 0186 0,0296 
im Durchschnitt 0,302 pro Tag. 
1,575 | 1,593 | 1,539 | 1,397 | 1,592 | 1,328 
1,338 on 1,338 | 1,338 ‘en 1,338 
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Uber eine Reaktion des Amylalkohols. 


Von 
H. v. Wyss, E. Herzfeld und O. Rewidzoff. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der medizinischen Klinik in Ziirich.) 
(Der Redaktion zugegangen am 30. Januar 1910.) 


Beschaftigt mit der Untersuchung der Korperfliissigkeiten 
auf oxydierende Fermente fanden wir, daB jeder normale Harn 
versetzt mit a-Naphthol, p-Phenylendiamin, Sodalésung und 
H,O, in bestimmter Weise intensiv blaue Farbe annimmt. Die 
dazu notwendigen Losungen wurden folgendermafien hergestellt: 

1. 4,5 g a-Naphthol kalt gelést in 100 cem 50°/cigem 
Alkohol. 

2. 4,5 g p-Phenylendiamin kalt gelést in 100 cem abso- 
lutem Alkohol. 

3. 4,5 g Na,CO, gelést in 100 ccm H,0. 

4. 3°%/oige H,O,-Losung. 

Wenn man von den unter 1), 2) u. 3) angegebenen Losungen 
je 4 Tropfen und von der Lésung 4) 10 Tropfen nimmt, tritt 
obige Reaktion ein. Wir versuchten, den betreffenden Koérper 
aus dem Harn mit den verschiedensten Extraktionsmitteln zu 
extrahieren, und fanden dabei die auffallende Tatsache, dab 
Amylalkohol, mit obigen Kérpern exkl. H,O, versetzt, eine 
intensiv blaue Farbenreaktion zustande kommen labt. Die ge- 
nauen Bedingungen der Reaktion sind folgende: 

2 ccm Amylalkohol, 

4 Tropfen Lésung 1 
4 Tropfen Lisung 2 
4 Tropfen Lésung 3. 

Es tritt rasch eine intensiv dunkelblau-violette Farbe auf, 
ohne da man schiittelt, und auch wenn man den Luftzutritt 
durch Abschlu8 mit Xylol verhindert. Vorderhand verzichten wir 
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darauf, eine Erklarung der Reaktion zu geben. Dagegen fiigen 
wir hinzu, dafi diese Reaktion schwach positiv noch bei fol- 
genden Kérpern ausfaillt: 
Isobutylalkohol (Wirkung ungefahr 4mal so schwach wie 
bei Amylalkohol, jedoch starker wie bei folgenden) 
Heptylalkohol schwach 
Athylalkohol > 
Cetylalkohol » 
Glycerin 
Wachs > 
Die vier letzten Kérper zeigen nach etwa 5 Minuten eine 
schwache violette Fiarbung. Alle Reaktionen wurden zugleich 
mit einer Kontrollprobe angestellt, d. h. zu etwa 2 ccm H,O 
wurden je 4 Tropfen der obigen Lésungen exkl. H,O, gegeben. 
Bei folgenden Substanzen: Methylalkohol, Propylalkohol, 
Rohrzucker, Inosit, Methylacetat, Ather acetic., Aceton, Petrol- 
iither, Benzol, Toluol, Xylol, Chloroform, Fettsauren, Harnsaure, 
Purinbasen, Kreatinin, Xanthin und einer Reihe anderer Korper 
fillt die Reaktion negativ aus. Selbstversténdlich wurden Amyl- 
alkohol, Isobutylalkohol und einige andere positiv reagierende 
Kérper auf Reinheit gepriift, da wir zuerst den Eintritt der 
Reaktion der Unreinheit der untersuchten Kérper zuschrieben. 
Weitere Versuche sind noch im Gange. 
Das Auffallende an der Reaktion ist also, daf bei der 
Bildung des Indophenols der Amylalkohol die Stelle einer Per- 
oxydase plus H,O, einnimmt. 
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DES LEBENS 


VON 


RAPHAEL ED. LIESEGANG 


Preis M. 4,—, geb. M. 5.— 


Der Verfasser des vorliegenden Buches hat sich einen 
Namen gemacht besonders durch Angabe einer grossen Zahl 
von Versuchen mannigfaltiger und teilweise héchst origineller 
Art iiber physikalische und chemische Vorgéinge in Gallerten. 
Am bekanntesten sind die Diffusions- und Niederschlags- 
bildungen, die der Verfasser bei zentrisch orientierter Dif- 
fusion zweier kristalloid geléster Reaktionskomponenten be- 
obachtete und studierte (Liesegang’sche Ringe). Vorliegendes 
Buch bringt nun zundchst eine Fiille ahnlicher Versuche und 
die dazu gehérigen theoretischen Deutungen oder Vermutungen. 
Man ist in der Tat erstaunt, wie unermiidlich der Verfasser 
im Erfinden neuer Versuchsanordnungen mit den einfachsten, 
_-| meist nur qualitativen Hilfsmitteln ist, und was er alles 
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probiert hat. Das Buch besitzt in diesem Sinne den Charakter 
einer Originalabhandlung wesentlich experimentellen Inhalts. 

Wie der Titel des Werkes besagt, hat der Verfasser 
aber noch andere allgemeinere Ziele im Auge gehabt. In 
der Tat sind eine grosse Zahl seiner Versuche angestellt 
worden in der Hoffnung, durch sie Aufschliisse fiir die be- 
griffliche Analyse ausserordentlich verschiedener biologischer 
und medizinischer Fragen zu erhalten. 

(Aus Besprechung in Koll.-Zeitschr. Bd. V. H. 6.) 
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